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Resumo

Resumo

Entre muitas doencas de veiculagdo hidrica, a criptosporidiose e a
giardiose sao de particular interesse para a Saude Publica, porque oocistos de
Cryptosporidium spp e cistos de Giardia spp. podem persistir por longos
periodos no ambiente, sendo que estes dois protozoarios patogénicos tém sido
implicados como a causa de muitos surtos epidémicos de gastroenterites nos
ultimos 25 anos. Em muitos desses surtos, o esgoto doméstico foi incriminado
como a fonte de contaminagdo do manancial; os variados métodos de
tratamento de esgoto nado removem totalmente agentes patogénicos,
evidenciando a necessidade de desinfecgdo do esgoto tratado antes do seu
langamento no corpo hidrico. Uma forma de tratamento de esgoto amplamente
utilizada é o processo por lodos ativados, onde a degradagdo da matéria
organica é realizada por bactérias aerdbicas. Em fungdo da resisténcia de
Cryptosporidium spp e Giardia spp. ao processo de desinfecgéo por cloragao, a
radiagcdo por luz ultravioleta (UV) tém sido avaliada como um processo
alternativo. Para avaliar a eficiéncia de remocdo de oocistos e cistos pelo
processo de lodo ativado e de um reator de luz UV em inativar oocistos e cistos
em uma Estagdo de Tratamento de Esgoto (ETE) da cidade de Campinas, 3
tipos de amostras foram selecionados para o estudo: /) afluente (n=53), ii)
efluente desinfetado por luz UV (n=38) e, iii) efluente sem desinfec¢ao por luz
UV (n=53). As amostras de afluente foram concentradas por centrifugo-
concentragdo e as amostras de efluente (desinfetadas ou ndo por luz UV)
foram processadas por filtragdo em membrana de éster de celulose) e, a
visualizacdo dos protozoarios, feita pela reacdo de imunofluorescéncia direta,

com anticorpos monoclonais. A avaliagao do processo de desinfecgao por luz
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Resumo

UV foi realizada com experimento de infectividade animal, inoculando-se 14
cistos/ camundongos da linhagem BALB/c nude. Cistos de Giardia spp foram
mais frequentes e em maior densidade nos trés tipos de amostras. Oocistos de
Cryptosporidium spp. foram observados somente em 2 amostras de afluente e
em apenas uma amostra de efluente desinfetado por luz UV. O tratamento de
esgoto pelo processo de lodo ativado reduziu 98,9 % dos cistos e 99,7 % dos
oocistos. A administragao intragastrica de cistos de Giardia spp. desinfetados
ou nao por luz UV em camundongos, resultou na liberacao de cistos de Giardia
spp., nas fezes e trofozoitos foram observados nas laminas confeccionadas por
aposicao do intestino. Estes resultados indicam que a desinfeccido por luz UV
nao foi completamente eficiente na inativagado dos cistos de Giardia spp, no

caso da ETE estudada.

Palavras-chave: Cryptosporidium, Giardia, lodos ativados, UV, desinfecgao.
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Abstract

Abstract

Among many water-borne diseases the cryptosporidiosis and giardiosis are
of particular public health interest, because Cryptosporidium spp. oocysts and
Giardia spp. cysts can persist for long periods in the environment, and both
pathogenic protozoa have been implicated as the cause of many outbreaks of
gastroenteritis in the last 25 years. In many of those outbreaks, the domestic sewer
was incriminated as to source of contamination of the spring; they varied treatment
sewage approaches do not remove entirely agent’s pathogens, showing up the
need of disinfection of the treated effluent before of their launching in the water
body. A form of address of sewer broadly utilized is the trial by activated sludge
which way the degradation of the organic matter is carried out by aerobic bacteria
and, in function of the resistance of Cryptosporidium spp and Giardia spp. to the
chlorine disinfection, the ultraviolet light (UV) has been evaluated like an alternative
trial of disinfection. In order to evaluate the efficiency of cysts and oocysts removal
by the activated sludge process, and by a UV reactor in inactivating cysts and
oocysts in one Wastewater Treatment Plant (WWTP) in Campinas, three sampling
points were selected for study: ) influent (n=53), ii) treated effluent with UV
disinfection (n=38) and Jii) treated effluent without UV disinfection (n=53). The
influent samples were concentrated by centrifugation and effluent samples
(disinfected with UV light or not) were processed by cellulose esters membrane
filtration, and protozoan visualization was analyzed by fluorescent monoclonal
antibody tests. The investigation of disinfection potential by UV light was made with

infectivity assay. Each mice of linage BALB/c nude were intragastrically inoculated



Abstract

a mean dosage 14 cysts. Giardia spp cysts prevailed with higher density in the
three different sample types. Cryptosporidium spp. oocysts were observed in only
2 samples of influent and in just one sample of treated sewage with UV
disinfection. The treatment by the activated sludge process promoted a reduction
of 98.9 % of cysts and 99.7 % of oocysts. Gastric intubation of Giardia spp. cysts
disinfected or not by UV light to mice resulted in cysts released in feces and
trophozoites were also observed too in intestinal scrapings. The findings of this
study indicate that disinfection by UV light was not completely efficient regarding

the inactivation of Giardia spp cysts in the case of the WWTP studied.

Keywords: Cryptosporidium, Giardia, activated sludge, UV, disinfection.
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Introducdo

Introducgao

A agua é considerada um direito basico do ser humano, porém, este bem
essencial tornou-se, nos ultimos anos, um dos maiores problemas globais, em
funcdo de sua escassez e qualidade (SMITH et al., 2006). A idéia de que ela se
extinguira um dia é questionada por alguns especialistas: previsbes de que nos
paises em desenvolvimento, a falta de agua potavel atingira cerca de 4 bilhdes de
pessoas nos proximos 25 anos (caso nenhuma intervengédo ocorra para frear a
demanda), sdo chamadas de “a estratégia da escassez”. Os criticos alegam que
nestas estimativas, sdo consideradas tdo somente as 4aguas presentes na
superficie do Planeta, desconsiderando a sua renovacgao pelo ciclo hidrolégico, as
reservas subterraneas e, os avangos tecnolégicos que permitem que nao exista
um aquifero inacessivel (REBOUCAS, 2002). Porém, um fato é certo: as reservas
de &agua disponiveis, estas sim, sdo limitadas e, muitas delas, com a sua
qualidade comprometida. Acrescente-se a este cenario, a desigualdade de
distribuicdo que agrava o problema do acesso da populacdo mundial a agua de
boa qualidade.

Dados da Avaliagdo Ecossistémica do Milénio, realizada pela Organizagao
Pan-Americana de Saude (OPAS) iniciada em 2001 e finalizada em 2005, mostra
que o potencial de disponibilidade “per capita” de agua estimado em 1950 era de
16.800 m> pessoal/ano enquanto que no ano de 2000, esta taxa teve o valor
alterado para 6.800 m® pessoa/ano. Hoje, um terco da populagdo mundial vive em
areas sujeitas a pressao da falta de agua e, este percentual aumenta a medida

que aumenta a demanda e o custo do tratamento para torna-la uma agua potavel
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(ONU, 2006).

O Brasil € um pais privilegiado quando se refere aos recursos hidricos,
porém, esta abundéancia criou, na populagao, a cultura do desperdicio e, no poder
publico, uma falta de consciéncia onde n&o sao priorizados investimentos para
protecdo e manutengao deste recurso.

Visando facilitar o planejamento e gerenciamento dos recursos hidricos
brasileiros, estes, foram subdivididos em 14 grandes bacias hidrograficas
possuindo caracteristicas ecoldgicas, econdmicas e climaticas, bem diferenciadas

(www.ana.gov.br). Esta distingdo das caracteristicas fica clara ao observar que as

bacias da regidao nordeste séo deficitarias, as da regiao norte possuem agua em
abundancia, as do centro-oeste sdo exaustivamente utilizadas para irrigagao
agricola e, as bacias do sudeste encontram-se em tal estado de degradacgéao que
medidas de controle sdo necessarias a curto prazo (BRAGA et al., 2002). Fica
claro também que a quantidade de agua esta inversamente distribuida em relagao
a populagédo e que a sua qualidade esta diretamente ligada a esta concentragao
populacional.

Atualmente, a sustentabilidade dos corpos d’agua € uma prioridade para as
industrias de agua em todo mundo, uma vez que, a saude publica e ambiental
esta diretamente ligada a agua de boa qualidade. Esta preocupacéao era restrita as
sociedades de paises em desenvolvimento, onde a distribuicdo de agua tratada e
0 esgotamento sanitario, em geral, sdo mais precarios.

Segundo estudos da Organizacao das Nagdes Unidas (2006), no inicio do

século XX, 44,0 % do numero de mortes nos Estados Unidos foram por doencas
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infecto-contagiosas, e as doencgas transmitidas pela agua contribuiram com um
quarto deste percentual. Além disso, apos o grande surto de criptosporidiose
(causado pelo protozoario Cryptosporidium spp.) que aconteceu em Milwaukee
(EUA) em 1993, ficou evidente que patégenos podem ser veiculados mesmo em
aguas que cumpram o padrao de potabilidade exigido as Esta¢cdes de Tratamento
pelas legislagcdes vigentes de cada pais. Com isto, estes patégenos podem
desencadear epidemias de grandes dimensdes como a de Milwaukee, que
acometeu mais de 400.000 mil pessoas, causou 100 mortes e gerou um custo de
96 milhdes de ddlares ao governo americano, ndao sendo levado em consideragao
o valor das indenizagdes pessoais (MAC KENZIE et al.,, 1994; CORSO et al.,
2003).

Atualmente, outros paises desenvolvidos como Reino Unido, Franca e
Canada, ja registraram varias epidemias causadas por veiculagao hidrica (SMITH
et al., 2006) embora elas representem apenas 1,0 % da mortalidade total da
populacdo (ONU, 2006). Estes paises compartilham da crescente preocupacgao
com a qualidade dos recursos hidricos, que sado fontes de captagdo para
tratamento e distribuicdo de agua para a populagao.

Hipocrates, no século V a.C. foi o primeiro a desvincular as doencgas
humanas do mundo magico e sobrenatural e, relaciona-las as caracteristicas
ambientais e, ja naquela época, o “pai da medicina” tinha uma grande
preocupacao com a qualidade da agua ingerida por seus pacientes (SEVALHO,
1993). Assim, mesmo que por intuito, a idéia de que microorganismos causadores

de doengas ao homem, estavam presentes na agua é muito antiga. Existem
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registros de que os povos da Mesopotamia, do Oriente e do Egito antigo, tratavam
a agua através dos processos de sedimentacgao e de filtracdo (BRANCO, 2002).

Ja no século XVIl, a concepgao de que as condi¢gbes sanitarias ruins
estavam ligadas a enfermidades, surgiu com as grandes epidemias, que
assolaram a Europa. Porém, achava-se que as doengas eram transmitidas pelo ar,
onde as altas temperaturas da época seca produziriam uma destilacdo quimica
das aguas pantanosas e que substancias volateis decorrentes deste processo
seriam transportadas pelo vento, causando as doencgas infecciosas e os surtos
epidémicos (SEVALHO, 1993).

No século XIX, em 1847, ocorreu na Inglaterra uma reforma sanitaria
idealizada por Chadwick, que introduziu o uso da descarga hidraulica nos vasos
sanitarios, ligando-os a rede publica de esgoto com o objetivo de diluir os dejetos
nas aguas dos rios que, até entdo, recebiam apenas aguas pluviais (BRANCO,
2002). Tal procedimento resultou nas grandes epidemias de cdlera e disenteria,
que dizimaram a populagado européia nas décadas seguintes, sendo o primeiro
relato de doencga de veiculagao hidrica por microorganismos feito em 1879, em
funcdo de uma epidemia de Tifo (GAJADHAR e ALLEN, 2004). Desde entao, a
contaminagao dos mananciais s6 tem crescido, fazendo com que nos ultimos 25
anos houvesse um grande aumento no numero de enfermidades veiculadas
através da agua. Um dos fatores mais importantes na dispersédo dessas doencgas é
0 adensamento populacional, uma vez que em paises pobres ele, freqientemente,
€ mal ordenado e com falhas nas infra-estruturas sanitarias. Porém, estima-se que

no final do século 21, 50,0 % da populacdo mundial estarad vivendo em centros
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urbanos. No Brasil a taxa média da populagéo urbana ja é de 76,0 %, sendo
concentrada nas regides metropolitanas. O Estado de Sao Paulo, por exemplo,
possui 91,0 % de sua populagao vivendo nas cidades (ONU, 2006; TUCCI, 2002).

O adensamento populacional provoca, além de outros problemas, por falta
de infra-estrutura, a conseqliente geracdo de um grande volume de residuos
liguidos e 0 aumento na demanda por agua potavel, criando assim um circulo
vicioso. Na relagdo consumo formagao de despejos, um agravante do problema é
que o consumo humano de agua vai muito além das necessidades bioldgicas. Nos
ultimos cem anos, o aumento na demanda por agua foi duas vezes maior que o
percentual de crescimento populacional, evidenciando que o ser humano cria
necessidades secundarias, sendo estas maiores, quanto maior for o poder
econdmico da sociedade (ONU, 2006).

No Brasil levantamento do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) de 2002 aponta que dos 5.500 municipios brasileiros, 97,9 % contam com
abastecimento de agua, mas, cobrindo apenas 63,9 % do numero dos domicilios e
com grande desigualdade regional. Segundo este estudo, embora o volume de
agua distribuido tenha crescido 57,9 % no periodo de 1989 a 2000, a propor¢ao
de agua néo tratada dobrou. Hoje equivale a 7,5 % do volume total distribuido
diariamente.

Segundo o IBGE (2002), em relagéo ao esgotamento sanitario, 47,8 % dos
municipios ndo possuem rede publica de coleta de esgoto. Cerca de 32,0 % deles
coletam e apenas 20,2 % dos municipios coletam e tratam o esgoto que recolhe

das residéncias. Isto indica que cerca de 80,0 % de todo o esgoto produzido no
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pais é descartado in natura nos mananciais, fazendo da agua uma importante
fonte dispersora de patégenos.

A lista dos agentes patogénicos a saude humana é vasta, compreendendo
desde virus, bactérias, fungos até protozoarios e helmintos (NITHIUTAHI et al.,
2004; OTTOSON et al.,, 2006) e as formas infectantes destes agentes, sao
liberadas via fezes e/ou urina dos hospedeiros infectados, fazendo com que o
esgoto doméstico seja uma das mais importantes fontes de contaminagao
ambiental (MACPHERSON, 2005; MONTEMAYOR et al., 2005), causando assim
um grande impacto na saude publica e ambiental. Em geral, a maioria destes
agentes de veiculagdo hidrica, ao serem ingeridos, tem como principal
sintomatologia os processos diarréicos, o que fecha o ciclo de transmissédo das
enfermidades. Dados da Organizagao Mundial da Saude (OMS) mostram que 88,0
% das mortes por diarréia em todo o mundo, sdo causadas por ingestédo de agua
contaminada ou saneamento inadequado. Das 1,8 milhdes de pessoas que vao a
obito por ano em funcao desta patogenia, 90,0 % s&o criangas com menos de 5
anos de idade (ONU, 2006).

A diarréia mata cinco vezes mais criangas do que o virus da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) e €, hoje, a segunda principal causa de
mortalidade infantil, apos as doencgas respiratérias. Isto ocorre porque mais de 1
bilhdo de pessoas tém caréncia de agua potavel e, 2,6 milhdes ndo tém acesso a
saneamento adequado (ONU, 2006).

Embora a contaminagdo dos recursos hidricos também ocorra por meio da

drenagem das pastagens e, de adubacgao organica utilizada na agricultura, a



Introducdo

avaliagdo molecular de amostras colhidas de varios surtos de doengas de
veiculacdo hidrica tem atribuido ao esgoto doméstico, como sendo a principal
fonte de contaminagao dos mananciais, entre eles, no surto de Milwaukee (EUA -
1993) (MACPHERSON, 2005; AIYUK et al., 2006; OTTOSON et al., 2006).

Denomina-se esgoto sanitario o liquido resultante da agua utilizada nas
atividades domésticas, publicas, comerciais e industriais. O residuo gerado pelas
industrias tem uma composigao variavel, conforme o tipo de industria e o produto
produzido. O doméstico e/ou comercial tem sua origem nas edificacbes que
dispbem de banheiros, lavanderias e pias. Diferente do esgoto industrial a
composicao do esgoto doméstico e/ou comercial ndo apresenta grandes variagoes
qualitativas, tendo sua composi¢ao assim fracionada: 99,9 % de agua e 0,1 % de
sélidos. Por causa desta pequena fragédo solida, onde se encontram os patdgenos,
€ que o esgoto precisa ser tratado antes da sua disposigdo no ambiente.

Os processos de tratamento de esgoto doméstico sao realizados com base
na agao de bactérias aerdbias ou nao na degradacédo da matéria organica, sendo
que variagdes na estrutura do armazenamento e no tempo de detengédo do esgoto
caracterizam os varios tipos de tratamento coletivos, tais como: o sistema de lodos
ativados, lagoas de estabilizacdo, UASB (digestor anaerdbio de manta de lodo e
fluxo ascendente) e filtros anaerdbios convencionais. De uma maneira geral, estes
diferentes processos ndo apresentam uma eficiéncia de 100 % na remogao dos
patdgenos e, ndo sao todas as Estagbes de Tratamento de Esgoto (ETE), que
possuem a etapa de desinfecgdo do efluente antes do seu langamento no corpo

receptor; além disso, a cloragdo que é o processo de desinfec¢ao atualmente mais
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disseminado, na dosagem e tempo rotineiramente utilizados nédo é efetiva na
inativacdo das formas de resisténcia de algumas espécies de patdgenos.

Assim, maior atencao por parte dos centros de pesquisas, de tecnologia e
do governo, deve ser dada a questdao do tratamento de esgoto, uma vez que 2
milhdes de toneladas deste residuo sao langadas diariamente em corpos d’agua
em todo o mundo (COFIE et al., 2006), fazendo deste processo uma importante

ferramenta de reducéo do impacto deste residuo no ambiente.
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Agua e saneamento sdo assuntos importantes no que tange o combate a
pobreza e a fome, na promogao de vidas longas e saudaveis e, na redugao da
mortalidade infantil. Esta intrinseca relagdo entre ambos com a saude humana
ocorre em fungao da atual situagao quali e quantitativa dos recursos hidricos, que
em sua maioria encontram-se contaminados com substancias téxicas ou agentes
patogénicos causadores de enfermidades ao homem e a outros animais.

Uma vez contaminada, a agua pode disseminar uma infinidade de agentes
causadores de doengas como virus, bactérias, fungos, helmintos e protozoarios
que, de uma forma geral, possuem formas dotadas de grande resisténcia e
capacidade de sobrevivéncia e dispersdo no ambiente, alcangando desta forma,
novos hospedeiros.

Pesquisas estdo sendo realizadas em todo o mundo, com o intuito de se
conhecer melhor a biologia, a ecologia, e a dindmica dos agentes patogénicos no
ambiente aquatico, em varios tipos de amostras hidricas, além daquelas que
buscam o desenvolvimento e aprimoramento de tecnologias, que melhorem os
processos de tratamento e de desinfeccdo da agua e do esgoto. Esta
preocupacdo se da porque 0s mananciais, que sao usados como fonte de
captacao para tratamento e distribuicdo de agua para a populagdo servem ainda,

como corpo receptor do efluente originado, tratado ou ndo pelo homem.

1. Surtos de veiculagao hidrica de criptosporidiose e giardiose
Atualmente, enfermidades humanas onde os agentes etiolégicos sao

veiculados pela agua nao estdo mais restritas geografica ou economicamente,
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pois se tornaram uma preocupagao global, atingindo também os paises
desenvolvidos (GAJADHAR e ALLEN, 2004).

Somente nos Estados Unidos, nos ultimos 25 anos, aconteceram 740
surtos de veiculagao hidrica, totalizando 571.373 casos e cerca de 100 mortes.
Trezentos e quarenta e nove destes surtos nao tiveram sua etiologia identificada,
porém, quando identificada, os protozoarios foram a principal causa na maioria
deles (n=148), seguido das bactérias, dos agentes quimicos e dos agentes virais
(CRAUN et al., 1998).

Infecgdes intestinais por protozoarios estdo associadas a altas taxas de
morbidade e mortalidade, com mais de 58 milhées de casos/ano em todo o mundo
e, com custos diretos na ordem de US$ 15 milhdes (SAVIOLI et al., 2006). E entéo
compreensivel que hoje, entre os varios agentes patogénicos com potencial de
veiculagao hidrica, os protozoarios sejam uma preocupagao constante para as
industrias produtoras de agua potavel (QUINTERO-BETANCOURT et al., 2003;
MACPHERSON, 2005).

Em nivel mundial, os protozoarios foram a causa de 325 surtos epidémicos
de veiculagao hidrica nos ultimos anos, ocorridos nos Estados Unidos e Europa, e
entre as varias espécies, como Entamoeba histolytica e Cyclospora cayetanensis,
destacaram-se Cryptosporidium spp. e Giardia spp. que foram os agentes
etioldgicos de 50,8 % e 40,6 % destes surtos, respectivamente (KARANIS et al.,
2007). Estes protozoarios causam gastroenterite no homem e em outros animais;
Cryptosporidium spp. €, atualmente considerado um patégeno emergente
enquanto Giardia spp., um patégeno re-emergente (MONIS e THOMPSON 2003;

HUNTER e THOMPSON, 2005), pois as enfermidades criptosporidiose e a
10
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giardiose, respectivamente, apresentaram um aumento da incidéncia em humanos
nas ultimas duas décadas e ha perspectiva do aumento de casos em um futuro
proximo (LUNA, 2002).

Muitos fatores contribuiram para a emergéncia e re-emergéncia destes
protozoarios: /) 0 aumento populacional; ii) a globalizacao, que facilita o transporte
de pessoas infectadas e/ou alimentos contaminados de um lado para o outro do
planeta, num curto periodo de tempo; iii) o advento da SIDA e de tratamentos que
debilitam o sistema imunolégico humano, como a quimioterapia e as drogas
imunossupressoras para transplante de 6rgaos; iv) a caracteristica zoonética de
algumas espécies dos parasitos; v) a baixa dose necessaria para causar a
infeccado; vi) a eliminagédo, pelo hospedeiro, de um grande numero de formas
infectantes; vii) fatores sociais (como o envelhecimento da populagéo) e politicos
e, Viii) a resisténcia destas formas ao estresse ambiental e aos desinfetantes
usados nos processos de tratamento de agua e esgoto (TUCCI, 2002;
GAJADHAR e ALLEN, 2004).

O grande potencial de veiculagédo hidrica destes protozoarios fica evidente
nos surtos ocorridos nos Estados Unidos, Japdo, Canada, ltalia, Inglaterra,
Australia e Nova Zelandia, registrados no periodo de 1984 a 1999. De 83 surtos
epidémicos de criptosporidiose, 72 deles foram transmitidos diretamente pela
agua, seja através de agua potavel ou aguas recreacionais. Neste levantamento,
nao foi levado em conta os surtos transmitidos por alimentos que podem ter sido
contaminados com os oocistos, via a agua de irrigagao (FAYER et al., 2000).

Giardia spp. € considerado um contaminante comum de aguas superficiais

nos Estados Unidos (CHAURET et al., 1995) o que levou os norte-americanos a
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estipularem e adotarem padrdées mais rigidos para o tratamento de agua, uma vez
que, em varios surtos epidémicos de veiculagcdo hidrica, ndo houve correlagao
entre a presenca destes protozoarios e de indicadores de contaminacao fecal
como os coliformes totais e os termotolerantes (LEMARCHAND e LEBARON,
2003).

Na Inglaterra e no Pais de Gales, 89 surtos epidémicos de doencas
infecciosas intestinais ocorreram por veiculagao hidrica entre 1992 e 2003 e, em
70,0 % delas o agente etiolégico foi Cryptosporidium spp. € em 2,0 %, a causa foi
Giardia spp. Dos 35 surtos onde a contaminagcao ocorreu em piscinas, 33 deles foi
de criptosporidiose e 2 de giardiose. Neste tipo de ambiente ha a possibilidade de
ocorrer acidentes fecais, principalmente com criangas, propiciando a
contaminacgao. Os outros 54 surtos foram veiculados pela agua potavel, que havia
sido captada, tratada e distribuida a populagéo por Estagcdes de Tratamento de
Agua (ETA) publicas ou privadas (SMITH et al., 2006b).

No Brasil, surtos de protozoarios por veiculagdo hidrica tém sido
registrados. No final de 2001 e inicio de 2002, o protozoario Toxoplasma gondii foi
transmitido via agua distribuida a populagao na cidade de Santa Isabel do lvai /Pr
e, acometeu severamente cerca de 290 pessoas, sendo o maior surto de
toxoplasmose por veiculagéo hidrica registrado em todo o mundo (MOURA et al.,
2006).

Outros dois surtos ocorreram nas cidades de General Salgado/SP (em
2000-2001) e Antonina/Pr (2001), onde a agua distribuida para a populagao,
veiculou o protozoario Cyclospora cayetanensis que causa gastroenterite no

homem (Funasa, 2002; Zini et al., 2004).
12
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Embora nenhum surto de Cryptosporidium spp. ou Giardia spp., por
veiculagao hidrica tenha sido devidamente registrado em nosso pais, fica evidente
a fragilidade dos sistemas de distribuicdo de agua no Brasil e, a real possibilidade
de ocorréncia de surtos destes protozoarios por veiculagdo hidrica em funcao da
freqlente contaminagado de nossos mananciais por estes patdégenos.

Desde que as pesquisas para detecgcao de Cryptosporidium spp. e Giardia
spp. em amostras ambientais se iniciaram no Brasil, eles estdo sendo detectados
nos recursos hidricos brasileiros. Dias Junior (1999) detectou a presenga de
oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. em aguas superficiais e
de esgoto da cidade de Araras/SP e, Farias et al., (2002) detectaram a presenca
de oocistos em agua de um cdérrego e de esgoto na cidade de Sao Paulo/SP.

Em um levantamento realizado em 28 mananciais do Estado de Sdo Paulo,
5,0 % deles foram positivos para Cryptosporidium spp. e 31,5 % para Giardia spp.
e, 0 rio Atibaia, principal fonte de captacéo de agua para tratamento e distribuigao
da cidade de Campinas/SP, foi considerado um dos pontos criticos, com
concentragcao de 521 cistos/litros (HACHICH et al., 2004). Franco et al., (2001)
também detectaram oocistos e cistos destes protozoarios na agua bruta do Rio
Atibaia, com concentragao de 57,5 cistos e 54,1 oocistos/0,5 litro.

Estudos comparativos sobre o risco de surtos epidémicos de
criptosporidiose por veiculagao hidrica sugerem que agdes como o conhecimento
da fonte de contaminacgao e alteragdes no tratamento, devam ser tomadas caso
numeros = 3 a 30 oocistos ou cistos/100 litros de agua tratada sejam encontrados,

pois ja indica risco de surto epidémico (CARMENA et al., 2007).
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Embora com muitos registros de surtos epidémicos através da agua, desde
a década de 80, Cryptosporidium spp. s6 passou a ser considerado um problema
de saude publica apés o episédio de Milwaukee (Wisconsin — Estados Unidos) em
1993. Este surto marcou o inicio de varios estudos sobre este parasito, pois
apresentou numeros significativos como: 403 mil pessoas infectadas e 100
mortes, sendo considerado, que estes numeros podem ter sido subestimados,
uma vez que somente pessoas com o sintoma de diarréia aquosa foram
consideradas no levantamento oficial (MAC KENZIE et al., 1994). Além disso,
causou um gasto de U$ 96,2 milhdes aos cofres publicos sendo U$ 31,7 milhdes
de custos médicos e 2 vezes mais (cerca de U$ 64,6 milhdes) em perda de
produtividade (SUNNOTEL et al., 2006; FAYER, 2004). O fator mais alarmante
deste surto foi o fato dos oocistos de C. hominis (gendtipo Ib) chegarem a
populacdo através da rede publica de distribuicdo de agua apds o tratamento
convencional, onde a agua atingia todos os padrbes estabelecidos pela legislagao
vigente e, o esgoto doméstico ter sido a causa de contaminagdo do manancial
utilizado na captagao da agua bruta (MAC KENZIE et al., 1994; PENG et al., 1997;
SUNNOTEL et al., 2006).

Durante o outono e inverno de 2004 e 2005, na Noruega, um surto de
giardiose de veiculagdo hidrica acometeu mais de 1.500 pessoas, sendo
considerado um dos maiores surtos em numero de pessoas afetadas. Os cistos
foram transmitidos via agua potavel onde a ETA ndo possuia sistema de
tratamento por filtragcdo e utilizava a cloragdo como processo de desinfec¢ao
(ROBERTSON et al.,, 2006). Uma investigagdo molecular de amostras fecais

obtidas durante este surto indicou que a maioria dos isolados de Giardia spp.
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estava relacionado ao subgenétipo Blll (ROBERTSON et al., 2007), gendtipo da
assembléia B com reconhecido potencial zoondtico. Assim como no surto de
criptosporidiose de Milwaukee (EUA), um pequeno numero de cistos foram
detectados na agua e o esgoto doméstico foi a provavel fonte de contaminacao do
recurso hidrico (ROBERTSON et al., 2006).

Em funcdo dos multiplos modos de transmissao, surtos de criptosporidiose
e giardiose podem se iniciar a partir de uma fonte comum e, em seguida, ter uma
propagacao continua através do contato direto pessoa-a-pessoa dentro de uma
comunidade (KATZ et al., 2006). Assim, em 2004, a criptosporidiose e a giardiose
foram incluidas pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e Organizagdo Pan-
Americana de Saude (OPAS), na lista da “Iniciativa das Doengas Negligenciadas”,
pois, juntamente com virus e bactérias fazem parte de um complexo grupo que
restringem o desenvolvimento e a melhoria socioeconémica, ndo permitindo que

alguns paises desenvolvam todo o seu potencial (SAVIOLI et al., 2006).

2. Cryptosporidium spp.

Desde que o pesquisador Ernest E. Tyzzer descreveu o protozoario
Cryptosporidium spp. parasitando o estbmago do rato Mus musculus, no ano de
1907, muitas pesquisas foram realizadas sobre este parasito e varias espécies
foram identificadas. Do inicio do século 20 até 1955, apenas 3 espécies de
Cryptosporidium foram descritas: C. muris, C. parvum e C. meleagridis. O primeiro
registro de criptosporidiose humana ocorreu em 1976 e em 1977 foi feito o
primeiro relato deste parasito em répteis (FAYER, 2004). Com o advento da SIDA

na década de 80, o numero de casos em humanos aumentou e, apés o relato feito
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pelo Centro de Controle de Doencas dos Estados Unidos (CDC) de que 21
pessoas HIV+ de diferentes cidades apresentavam criptosporidiose, este
protozoario passou a receber maior atencdo por parte dos pesquisadores
tornando-se, nos anos seguintes, o agente etiolégico de uma das mais sérias e
penosas infecgdes oportunistas associada a este grupo de pessoas (TZIPORI e
WARD, 2002).

As espécies do género Cryptosporidium pertencem ao filo Apicomplexa,
classe Sporozoasida, ordem Eucoccidiida e familia Cryptosporidiidae e diferem de
outros coccidios do grupo, pelo fato de serem resistentes aos desinfetantes, por
nao haver ainda uma droga eficaz no seu controle, possuirem habilidade de auto-
infeccao, pois produzem oocistos de parede fina e, pela sua localizagéo na célula
hospedeira. A taxonomia do género Cryptosporidium ainda é controversa e foi
fundamentada em critérios como: a morfologia dos oocistos, a presumivel
especificidade pelo hospedeiro e, em estudos de transmisséo cruzada (MONIS e
THOMPSON, 2003). A partir de 1990, o uso das ferramentas moleculares causou
um grande impacto no esclarecimento da classificagdo deste grupo com a
avaliagao, por exemplo, do locus génico 18S rDNA, da proteina da parede do
oocisto (COWP) e, da proteina de choque térmico (HSP70), que auxiliaram no
agrupamento das espécies as quais, em alguns casos, possuem genotipos com
variagdes maiores do que as observadas entre espécies (CACCIO et al., 2005).

O género Cryptosporidium compreende 16 espécies, sendo 7 delas com
reconhecida capacidade para infectar o ser humano, isoladas ou
concomitantemente (Tabela 01). At¢é o momento, mais de 30 gendtipos sao

reconhecidos, porém, a medida que mais dados sobre a sua biologia e suas
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caracteristicas ecoldgicas sejam realizados, alguns desses gendtipos podem ser
elevados ao nivel de espécie. De qualquer forma, o alto numero de gendtipos
reconhecidos atualmente, indica a grande diversidade genética do género
(SANTIN et al., 2007), sendo que o conhecimento de genétipos e sub-gendtipos
pode auxiliar no entendimento da dindmica de transmissdo deste parasito, em

uma determinada populagao de hospedeiro (GATEI et al., 2007).
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Tabela 1. Taxonomia das espécies de Cryptosporidium, sitio de localizagao
no hospedeiro e 0s seus principais hospedeiros.

Espécie e o sitio de localizagao

Principais hospedeiros

Estomacal Intestinal
C.andersoni Bovinos
C. bovis Ruminantes
C. baileyi Passaros
C. canis Canideos e humanos
C. felis Felinos e humanos
C. galli Passaros
C. hominis Humanos e macacos
C. meleagridis Passaros e humanos
C. molnari Peixes
C. muris Roedores e humanos

C. serpentis

C. parvum (genétipo 2 ou C)

C. saurophilum

C. suis
C scophithalmi

C. wrairi

Ruminantes e humanos
Lagartos e cobras
Cobras e lagartos

Suinos e humanos
Peixes

Porcos da india

Fonte: Caccio et al., 2005 e Sunnotel et al., 2006.

C. parvum é considerada pelos especialistas como um complexo de

espécies com distintos gendtipos e, inicialmente, reconheciam-se 2 gendtipos: o

gendtipo humano (1 ou H) e o gendtipo bovino (2 ou C). Hoje, é aceito o gendtipo

humano como uma nova espécie: C. hominis que possui, quando comparado com

C. parvum (2 ou C), diferengas genéticas, de hospedeiro, na distribuicdo das

lesdes, na intensidade da infeccdo, na eliminacdo de oocistos e, nos sintomas da

parasitose (CACCIO et al., 2005; MORGAN-RYAN et al., 2002). A distribuicéo

geografica e a sazonalidade da infecgdo também difere entre estas duas espécies:
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estudos de prevaléncia e epidemiologia molecular indicam que C. hominis € mais
freqlente nas Américas, Africa, Asia e Austrdlia e durante as estagdes do verao e
outono, enquanto que C. parvum gendétipo bovino, € o principal agente etioldgico
da parasitose na Europa (principalmente Inglaterra), sendo mais freqiente em
areas rurais que urbana e, durante a estacédo da primavera (CACCIO et al., 2005).

C. hominis e C. parvum gendtipo bovino sdo as espécies mais detectadas
no ser humano; C. hominis ja foi detectado naturalmente em peixe-boi marinho,
em bovinos e, experimentalmente em ovinos. C. parvum gendétipo bovino infecta
em condigdes naturais o homem e outros ruminantes além do gado e, em
condigbes experimentais camundongos, ratos e cdes (FAYER, 2004; CACCIO et
al., 2005).

Recentemente, Slapeta (2006) propés a denominagao especifica de C.
pestis n. sp. para o gendtipo bovino de C. parvum porém, esta classificagao foi
considerada invalida por Xiao et al. (2007), que alegaram que na identificagao
desta nova espécie, o autor ndo levou em consideracdo as orientagoes
estabelecidas no “Simpdsio de Taxonomia do género Cryptosporidium necessarias
para se denominar uma nova espécie, que sao: a analise morfométrica dos
oocistos, a caracterizagdo genética de pelo menos trés marcadores e com
sequenciamento de 3 Jlocus génico diferentes, a demonstragdo natural de
especificidade do hospedeiro e, as normas do Codigo Internacional de

Nomenclatura Zooldégica — CINZ. Porém, como a controvérsia € uma caracteristica

* Sixth International Meeting on Molecular Epidemiology and Evolutionary Genetics of Infectious
Diseases, Paris, France, July 2002.
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na taxonomia de Cryptosporidium, a discussao continua e, Slapeta (2007) decidiu
manter a denominagao de C. pestis para o gendétipo bovino de C. parvum.

Por outro lado, Xiao et al. (2004) propde que a denominagao C. parvum
seja referéncia apenas para designar o gendtipo bovino desta espécie. Para
outros genotipos do complexo C. parvum, seria colocado apenas o género
Cryptosporidium seguido da genotipagem, ficando o conceito assim estabelecido:
Cryptosporidium gendtipo cervideo (e nado C.parvum gendtipo cervideo) ou
Cryptosporidium gendétipo de macaco (e nao C. parvum gendtipo de macaco).

Embora provocando muito debate, a questao taxonémica e molecular, do
ponto de vista da epidemiologia da criptosporidiose € muito importante, pois a
presenca, por exemplo, de C. parvum (gendtipo bovino) na agua, nao indica
necessariamente que a fonte de contaminagdo nao teve origem humana
(HUNTER e THOMPSON, 2005), entretanto € importante considerar que néao
existem métodos faceis e rapidos para identificacdo das espécies e seus
gendtipos, dos oocistos recuperados em amostras ambientais (BOWMAN, 2005).

Além de C. hominis e C. parvum, outras espécies de Cryptosporidium como
C. meleagridis, C. canis, C. felis, C. suis, C muris e Cryptosporidium gendétipos
cervideo e de macacos, podem infectar pessoas com o sistema imunoldgico
debilitado ou ndo. Entre estas espécies, C. meleagridis, originalmente descrito em
aves, tem apresentado um aumento de detecgdo em pessoas imunocompetentes
sendo considerado hoje como um protozoario emergente e, o responsavel por 11
% das infecgbes em individuos imunocomprometidos no Reino Unido (MONIS e

THOMPSON, 2003; CACCIO et al., 2005).
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Desta forma, muitos pesquisadores tém sugerido que todas as espécies de
Cryptosporidium possam ser consideradas como potencialmente infectantes para
o ser humano, fator agravante em funcédo dos individuos imunocomprometidos e
da reconhecida caracteristica zoonoética de algumas espécies de Cryptosporidium
(FELTUS et al., 2006).

O ciclo das espécies de Cryptosporidium é monoxénico, com duas fases de
desenvolvimento, uma assexuada e outra sexuada ocorrendo no mesmo
hospedeiro. Os oocistos sdo pequenos, com um tamanho que variade 4 a6 uyme
que abriga 4 esporozoitos, que sao liberados na luz intestinal apds a ingestao dos
oocistos. Cryptosporidium spp. possui alta eficiéncia de infecgdo considerando-se,
a baixa dose infectante e a rapidez com que os esporozoitos localizam, atacam e
invadem os enterdcitos (célula hospedeira), colonizando-os com muita habilidade.
Na fase assexuada de merogonia eles se multiplicam no interior da célula
infectada ou, invadem outras células vizinhas; segue-se entdo a formacgédo de
micro e macrogametécito com fertilizagdo e formacao de zigoto (fase sexuada).
Nesta fase de esporogonia, uma caracteristica interessante deste protozoario, € a
formacao de 2 tipos de oocistos: de parede grossa (80,0 %) e de parede fina (20,0
%). Oocistos de parede fina sdo responsaveis pela auto-infecgéo e os oocistos de
parede espessa sdo eliminados ja infectantes nas fezes do hospedeiro na ordem
de 10°® oocistos/gramas de fezes (FAYER et al., 2004), sendo, portanto a
contaminacgao de outro hospedeiro pela via fecal-oral e podendo ocorrer de forma
direta ou indireta.

As formas diretas de transmissao de Cryptosporidium spp. sao: o contato

pessoa-a-pessoa, pessoa-animal (configurando transmissédo zoondtica e
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comprovada para algumas espécies de Cryptosporidium), a atividade sexual e, a
inalagao dos oocistos.

Na transmissao direta de Cryptosporidium spp. envolvendo o ser humano,
existem dois principais ciclos bem estabelecidos: o antroponético e o zoondtico. O
primeiro é resultado do contato inter-pessoal, sendo a unica via de transmissao
para a espécie C. hominis. Esta forma de transmissdo é um fator epidemiolégico
importante da criptosporidiose sendo, com frequéncia a via de transmissdo dos
surtos registrados em creches. No Brasil, a prevaléncia de Cryptosporidium spp.
em criangas que frequentam creches, varia entre 1,0 % e 20,0 %, e é apontado
como uma das causas mais comuns de diarréia em criangas (ROSE et al., 2002),
com registros de surtos epidémicos de diarréia causados por C. hominis
(GONGCALVES et al., 2006)

No ciclo zoonético, a transmissao ocorre em funcdo do contato do homem
com outro animal, sendo a principal rota de transmissao para C. parvum, genétipo
bovino. Ressalte-se que a criptosporidiose é de grande interesse para a Medicina
Veterinaria, ndo so por ser uma fonte de dispersao e infecgao para o ser humano,
mas também porque acarreta grande perda econémica com os animais infectados
(RAMIREZ et al., 2004).

Nos Estados Unidos, o gado € freqlientemente parasitado com um sub-
gendtipo que também acomete o homem (XIAO et al., 2007) e, no Brasil,
prevaléncias de até 72,0 % séo detectadas nos rebanhos (EDERLI et al., 2004;
BONFIM, 2006). Em suinos, a prevaléncia desta parasitose € menor: varia de 1,0
% a 7,0 % no Brasil, mas pode chegar até 21,0 % em paises como o Canada e

Espanha (NISHI et al., 2000; RAMIREZ et al., 2004). Informagdes sobre equinos
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sdo escassas, porém uma prevaléncia de 100 % foi observada nos Estados
Unidos. Em cavalos, o monitoramento de Cryptosporidium spp. € importante em
funcdo da parasitose ser assintomatica, por causa da atividade recreativa
praticada com estes animais e do uso terapéutico (RAMIREZ et al., 2004).

Animais de estimagdo como caes, gatos e aves sao parasitados por C.
canis, C. felis e C. meleagridis e C. baileyi, respectivamente (RAMIREZ et al.,
2004; HUNTER e THOMPSON, 2005). Animais silvestres também sao acometidos
por Cryptosporidium spp. As espécies C. parvum e C. muris foram detectadas em
pequenos mamiferos silvestres da Mata Atlantica brasileira (DALL'OLIO e
FRANCO, 2004).

Individuos HIV+ e homossexuais masculinos apresentam alta prevaléncia
de Cryptosporidium spp. com estudos correlacionando a transmissao da
parasitose a pratica de sexo anal (ESFANDIARI et al., 1995; PEDERSEN et al.,
1996). Infecgdes pulmonares e a detecgdo de oocistos no aspirado pulmonar de
individuos HIV+ e em criangas, evidencia a possibilidade de aquisicdo desta
parasitose por inalagdo dos oocistos (TZIPORI e WARD, 2002).

Indiretamente, oocistos de Cryptosporidium spp. podem ser adquiridos por
vetores, pelo contato com objeto ou superficie contaminada e, pela ingestao de
alimento ou agua contaminada.

Oocistos de Cryptosporidium spp. foram observados aderidos ao corpo de
baratas da espécie Periplaneta americana, inseto altamente antroponético e que
haviam sido capturadas de domicilios com criangas portadoras de

criptosporidiose. Registros de oocistos no corpo de moscas e besouros também ja
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foram feitos, sugerindo que estes insetos possam atuar como disseminadores
deste protozoario (FAYER et al., 2000).

Em hospitais e creches a possibilidade de transmissao da parasitose pelo
contato com superficie ou objeto contaminado € maior, uma vez que criancas
assintomaticas e que utilizam fraldas, podem funcionar como reservatério e fonte
de disperséo do protozoario (HUNTER e THOMPSON, 2005).

Os alimentos, principalmente os ingeridos crus como as verduras folhosas,
frutas e moluscos marinhos tém sido considerados veiculos potenciais de
Cryptosporidium spp. Surtos epidémicos de veiculagdo alimentar de
criptosporidiose tém ocorrido em paises desenvolvidos ou nao (ALl e HIL, 2003).
Estes alimentos podem ser contaminados através da fertilizacdo do solo com
fezes de outros animais, pelo uso de lodo de esgoto como fertilizante e
condicionador de solo, pelos trabalhadores que manipulam o alimento durante a
colheita e seu preparo, pelo contato com superficie contaminada onde o alimento
€ preparado e empacotado ou, pela agua de irrigagao de baixa qualidade (FAYER
et al., 2000).

Nos Estados Unidos cerca de 10,0 % dos casos de criptosporidiose foram
adquiridas pelo alimento, e o registro de pelo menos 3 surtos epidémicos de
criptosporidiose associadas ao consumo da bebida a base de cidra de mac3,
indica que possiveis problemas nas plantas de pasteurizacdo podem alterar a
eficiéncia deste processo em inativar Cryptosporidium spp. (BLACKBURN et al.,
2006). Entre 1992 e 2000, na Inglaterra, ocorreram 3.700 casos de veiculagao

alimentar desta parasitose com 3 mortes registradas (SMITH et al., 2006a).
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Mas atualmente é a veiculagdo hidrica de Cryptosporidium spp.
considerada a principal forma de transmissao, sendo que a maioria dos 160 surtos
epidémicos os quais ocorreram nos ultimos 15 anos tiveram a agua como fonte de
transmissao (FINNE-RIMNHANEN, 2002).

A dose média infectante (IDsp) para a espécie C. parvum, com base em um
individuo adulto e saudavel, é de 132 oocistos (CAREY et al., 2004), porém sabe-
se que a instalagao desta parasitose depende muito de caracteristicas intrinsecas
do hospedeiro como estado imunoldgico e, do parasito como a distinta viruléncia
dos diferentes isolados. Alguns autores sugerem, por exemplo, que alguns
individuos possam adquirir a criptosporidiose com a ingestao de apenas 1 oocisto
(CAREY et al., 2004; SMITH et al., 2006a). No grande surto de Milwaukee (EUA),
a avaliagdo de amostras de agua, indicou contaminacéo de 0,7 e 13,2 oocistos
/100 litros da agua distribuida durante os meses de ocorréncia do surto (ROSE,
1997).

Em individuos imunocompetentes, a infeccdo manifesta-se com diarréias
esporadicas em individuos de todas as idades e um quadro agudo em criangas,
sendo responsavel também pela diarréia dos viajantes. Em humanos apresenta
um periodo pré-patente variando entre 4 a 22 dias e um periodo patente de 1 a 20
dias. A doencga se caracteriza por uma diarréia aquosa podendo conter ou nao
muco (mas raramente sangue), dores abdominais, perda de peso, nausea,
anorexia, fadiga e febre. E auto-limitante no individuo saudavel e, a severidade
dos sintomas ocorre em apenas 1,0 % dos casos, apresentando baixa taxa de
mortalidade (0,001 %). Embora relatado em apenas 20,0 % dos casos, a diarréia

pode se tornar cronica e persistir por até 4 ou 7 semanas. Criangas com idade
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menor que 2 anos e que frequentam creches sdao mais susceptiveis a esta
parasitose, apresentando sintomas adicionais como aumento da diarréia e
consequente desidratacdo (BOLTER-BITZER et al., 2007; CAREY et al., 2004;
RAMIREZ et al., 2004).

Pessoas com repetidas exposigdes a baixas doses do protozoario,
poderiam minimizar os sintomas da doenca e, apresentar manifestacdes diarréicas
mais brandas, como evidenciado em individuos com altos niveis de anticorpo anti-
Cryptosporidium (HUNTER e THOMPSON, 2005).

Porém, existem grupos especificos de maior risco para a aquisicdao da
criptosporidiose, e o fator imunoldégico do hospedeiro define o curso clinico da
doencga: quando uma pessoa apresenta um numero de células de defesa CD4
menor que 200 células/ul”, ela apresentara uma infecgdo severa e persistente
(FELTUS et al., 2006), sendo por isso denominado de protozoario oportunista.

Hoje sabemos que criangas que freqlientam creches, pessoas desnutridas,
idosos, os que trabalham diretamente com animais de criacdo e, individuos
imunocomprometidos  (HIV+, transplantados, pessoas em tratamentos
quimioterapicos, que fazem hemodialise ou utilizam corticosterdides e diabéticos),
apresentam alto risco de desenvolver diarréia persistente e de necessitarem de
atengcdo médica, quando expostos ao protozoario Cryptosporidium spp. Neste
grupo, a criptosporidiose torna-se crbnica e debilitante, pois pode ocorrer o
desenvolvimento de uma diarréia com duracdo de cerca de 2 meses, um
agravamento da sintomatologia, longos periodos de internagcdo e taxas de
mortalidade variando entre 50,0 e 60,0 % (BOLTER-BITZER et al., 2007). A

criptosporidiose extra-intestinal € também possivel neste grupo de individuos e
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nestes casos, o protozoario se aloja no estbmago, pancreas, trato biliar ou pulmao
(CAREY et al., 2004; FAYER, 2004).

Com a introducgao da terapia anti-retroviral altamente ativa (HAART) a partir
de 1997, houve uma diminuigdo do numero de casos severos de criptosporidiose,
entre os pacientes infectados por HIV (CCACIO et al., 2003; FAYER, 2004).
Criangas imunocomprometidas também sao frequentemente infectadas sendo que
a prevaléncia aumenta a medida que crescem (BOLTER-BITZER et al., 2007). A
regido sudeste brasileira possui 67,8 % dos casos de SIDA do pais e a maior taxa
de criangas portadoras do virus HIV. Segundo o Ministério da Saude a prevaléncia
global da criptosporidiose em individuos portados de HIV & de 0,7 %. Um estudo
foi realizado para verificar o papel dos enteropatdégenos em criangas HIV+, e C.
parvum foi o mais comum parasito presente em 62,0 % das amostras avaliadas
(ROSSIT et al., 2007) e C. hominis, a espécie mais detectada em criangas e
adultos infectados com HIV (SILVA et al., 2006).

Brasileiros que passaram por transplante renal ou que faziam hemodialise
foram 34,8 e 25,0 % respectivamente, positivas para C. parvum (JABUR et al.,
1996; TURKCAPAR et al., 2002) e, pacientes em tratamento quimioterapico nas
Filipinas mostraram uma taxa de 28,3 % de positividade (RIVERA et al., 2005).

Mesmo com mais de 150 farmacos estudados, poucos tem sido capazes de
reduzir os sintomas e controlar a parasitose e, embora a nitazoxanida tenha sido
liberada para uso pediatrico, sua eficacia e seguranga em adultos saudaveis e
individuos imunocomprometidos ainda nao foi estabelecida, mantendo-se ainda a
hidratacdo oral ou intravenosa como uma importante agdo no tratamento da

criptosporidiose (RAMIREZ et al.,, 2004). A imunoterapia parece ser uma
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alternativa promissora e, embora exista variabilidade de resultados nas pesquisas,
0 uso do colostro hiperimune, de uma forma geral, reduz a infecgao trazendo
melhora aos pacientes tratados. Vacinas utilizando DNA tém induzido resposta
celular e humoral em camundongos e primatas ndo humanos e s&o vistas, como
uma opgao valiosa para controlar a contaminagdo ambiental, pois reduziria a
eliminagao de oocistos pelo hospedeiro (JENKINS, 2001; BOLTER-BITZER et al.,
2007).

Sem um farmaco efetivo, € importante ressaltar que a possibilidade de
transmissao hidrica deste parasito € um fator impactante para a saude publica,
uma vez que uma expressiva parcela de pessoas imunocomprometidas pode
morrer devido a severa desidratacao e perda de peso ocasionada pela infecgéao
(PENG et al., 1997).

Como este protozoario € resistente a cloragdo, a remocgao destes
organismos depende basicamente de um processo fisico, sendo que em uma ETA
que utiliza o processo convencional de tratamento de agua (baseado em
floculacdo, coagulagdo, sedimentacdo e filtragdo), Cryptosporidium spp. €
susceptivel a remogao nas etapas de decantagéo e filtragdo, onde a remocgéao
desses protozoarios em geral é de 99,0 % (BUSTAMANTE et al., 2001; DAI e
HOZALSKI, 2002). Porém, um estudo realizado na Espanha detectou
Cryptosporidium spp. na agua final a ser distribuida a populagéo e na torneira dos
domicilios, com uma concentracdo de =8 oocistos /100 litros, indicando que o
tratamento de filtracdo rapida e cloragcéo utilizado pela ETA avaliada ndo foram

eficientes em remover totalmente oocistos (CARMENA et al., 2007).
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A caracteristica da compressibilidade que permite aos oocistos reduzirem
seu tamanho (4 a 6 um) para 2 a 4 ym quando expostos a altas pressdes, podem
permitir que os oocistos atravessem os filtros de uma ETA convencional (HSU e
YEH, 2003; CAREY et al., 2004). Além disso, Cryptosporidium spp. nao possue
nenhum bioindicador de contaminagao fecal como Escherichia coli, coliformes
totais e Clostridium perfringes (HANNINEN et al., 2005) e, embora a turbidez seja
um indicador da eficiéncia do tratamento de agua e sua remocgéao tenha correlagéao
com a remocao de oocistos, este parametro fisico-quimico nao é uma referéncia
para a presencga deste protozoario (CARMENA et al., 2007).

Acrescenta-se a estes fatores, a grande resisténcia ambiental, resultado de
uma parede de dupla camada, composta por proteinas e quitina, que permite a
dispersdo e a manutencgao da infectividade de oocistos no ambiente, sendo estes,
questdes preocupantes em relagdo a este protozoario, para as industrias
produtoras de agua em todo o mundo.

Oocistos permanecem infectantes por 6 meses em agua doce a uma
temperatura variando entre 0 e 20°C; na agua do mar a infectividade se mantém
por 40 dias a 18 °C e 35,0 % de salinidade (FAYER, 2004). Oocistos expostos -70
°C por 1 hora, foram capazes de causar infecgdo em camundongos, sendo que a
inativagao ocorre apos um minuto de exposigédo a temperatura de 73 °C, (FAYER,
2004). Em &guas naturais os oocistos tendem a permanecerem livres, porém, a
grande concentragdo de particulas langadas nos mananciais via descarga de
esgoto bruto ou tratado, pode alterar esta caracteristica e consequentemente a
dispersao, a sobrevivéncia e a remocao destes protozoarios durante o tratamento

da 4gua (MEDEMA, et al., 1998; DAl e BOLL, 20086).
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Infere-se que a velocidade de sedimentacéo de oocistos em uma coluna de
agua com auséncia de movimento é de aproximadamente 0,84 e 0,36 um s'1,
respectivamente e, com esta baixa velocidade de sedimentagcédo e o fato de se
deslocarem livremente em um corpo d’agua, as formas infectantes podem
percorrer longas distancias até serem armadilhadas por alguma barreira ambiental
ou agregada a uma particula que promovera sua sedimentagdo mais rapida (DAl e
BOLL, 2006). A idade, a carga de superficie e a hidrofobicidade s&o
caracteristicas que influenciam a adesao (DAl et al., 2004); oocistos que ja
sofreram algum estresse ambiental se agregam mais facilmente as particulas (DAI
e BOLL, 2006). Porém, ainda hoje nao ha um completo entendimento de como os
oocistos interagem quimica e fisicamente sob as condi¢bes encontradas nos

sistemas de tratamento de agua e nos diferentes mananciais.

3. Giardia spp.

Descrita pela primeira vez por Anton van Leeuwenhoek em 1681, Giardia
duodenalis é outro importante protozoario de veiculagdo hidrica. Também
conhecido como G. lamblia e G. intestinalis; foi descrito mais detalhadamente em
1859 por Vilem (ADAM, 2001). Diversas técnicas analiticas tém mostrado Giardia
Spp. como um organismo primitivo, com evidéncias que sugerem sua evolugao € a
perda de muitas das caracteristicas de seus ancestrais e, como um organismo
eucarionte, discute-se que a Giardia spp. seja o elo entre os organismos
procariontes e os eucariontes (ALl e HILL, 2003).

Pertencente a ordem Diplomonadida e familia Hexamitidae, o género

Giardia teve as descricbes das espécies inicialmente, baseadas apenas na
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especificidade pelo hospedeiro, mas, atualmente os taxonomistas utilizam a forma
e a posicao dos corpos medianos, a forma dos trofozoitos, o tamanho do disco
ventral, entre outras caracteristicas possiveis de observagdo em fungao da técnica
de microscopia eletronica (MONIS e THOMPSON, 2003). Entre 1920 e 1930, mais
de 50 espécies de Giardia foram descritas e, em 1952, Filice prop6s uma
reavaliacdo das espécies feita com base na morfologia € ndo na duvidosa
especificidade pelo hospedeiro (THOMPSON, 2004).

Muitas espécies de Giardia habitam o trato intestinal de quase todas as
classes de vertebrados e, somente G. duodenalis € encontrada em humanos e na
maioria dos mamiferos domésticos e silvestres (THOMPSON, 2004). Atualmente,
com um grupo de 6 espécies reconhecidas (Tabela 2), G. duodenalis é
considerada um complexo de espécies com morfologia similar, mas com
variedades genéticas e fenotipicas, e diferenga na especificidade pelo hospedeiro.
Giardia spp. possui ainda, varios grupos designados assembléias, que sao
geneticamente distintos e sabidamente infectantes para varios hospedeiros.
Mesmo com as técnicas moleculares atuais, ainda tem sido dificil interpretar a
extensa variabilidade genética dentro da taxonomia de G. duodenalis sendo que,
mesmo com a possibilidade de manutencao do parasito em culturas axénicas, néo
sdo todos os isolados de G. duodenalis que se estabelecem nestas culturas in
vitro e, esta inabilidade em ampliar todos isolados obtidos dos diversos
hospedeiros, tem sido uma das maiores limitagdes no conhecimento da
epidemiologia e transmissao de Giardia spp. (ALl e HILL, 2003; THOMPSON
2004; BERTRAND e SCHWARTZBROD, 2007). Os isolados de G. duodenalis sao

classificados em 7 assembléias e, somente nas assembléias A e B encontram-se
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0s genodtipos que acometem o homem, podendo ocorrer infecgbes concomitantes;
as demais assembléias, de C a G, sao restritas a outros animais (ALl e HILL 2003;

GUY et al., 2004; THOMPSON 2004).

Tabela 2. Taxonomia das espécies de Giardia spp. € seus principais hospedeiros.

Espécies Principais hospedeiros
Giardia duodenalis (Assembléia A) Homem e outros animais
G. duodenalis (Assembléia B) Homem
G. duodenalis (Assembléia C) Canideos
G. duodenalis (Assembléia E) Bovinos e outros animais de criacao
G. duodenalis (Assembléia F) Felinos
G. duodenalis (Assembléia G) Roedores
G. agilis Anfibios
G. ardeae Passaros
G. microti Roedores e canideos
G. muris Roedores
G. psittaci Passaros

Fonte: Caccio et al., 2005.

A identificacdo destas assembléias envolve marcadores como os genes que
codificam o rRNA e, marcadores como 0s genes que codificam a proteina (-
giardina que sao utilizados na diferenciacdo de sub-gendtipos dentro das
assembléias (ALI e HILL, 2003). A quantidade e qualidade das ferramentas
moleculares para genotipagem de Giardia spp. limitam o entendimento da
epidemiologia da giardiose humana, sendo que alguns resultados s6é podem ser
alcancados mediante interferéncia estatistica (MONIS e THOMPSON, 2003;

CACCIO et al., 2005). Estudos de transmiss&o cruzada sdo limitados apenas para
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determinar a especificidade pelo hospedeiro ou diferengas de gendtipos, nao
caracterizam isolados e, o uso de altas doses infectantes também é um fator
restritivo, pois nao corresponde ao que ocorre naturalmente (MONIS e
THOMPSON, 2003).

Reconhecido na década de 70 como um organismo patogénico, somente 10
anos mais tarde a OMS incluiu-o na lista de parasitos patogénicos (FAUBERT,
2000). Protozoario flagelado, ndo invasivo e binucleado possui uma forma de
resisténcia ambiental conhecida por cisto, de tamanho variando de 8 a 12 um, que
sdo eliminados nas fezes do hospedeiro, na ordem de até 10° /gramas de fezes
(FRICKER e CRABB, 1998; THOMPSON, 2004).

Do cisto é eliminado o excizoito, forma de vida curta que logo apds sua
liberacdo, se diferencia em trofozoito, estrutura ativa que se adere a luz intestinal
pelo disco ventral e se multiplica por divisdo binaria. Esta divisdo se completa em
12 horas e teoricamente, a ingestdo de um unico organismo pode resultar em 10
dias, em mais de 1 bilhdo deles (ROCKWELL, 2003); em resposta a sinais do
hospedeiro, os trofozoitos se encistam e sao eliminados nas fezes do hospedeiro.

Assim como Cryptosporidium spp., a rota de transmissao da Giardia spp.
também é fecal-oral e de forma direta ou indireta. A transmissao pelo contato inter
pessoal e pela atividade sexual sdo formas de aquisicdo da giardiose. Em
creches, onde o contato direto pessoa a pessoa € uma importante forma de
transmissdo, a forma assintomatica da giardiose pode chegar a taxa de 80,0 %,
fazendo destes individuos um reservatério e uma importante fonte de dispersao da
infeccao (FAUBERT, 2000), uma vez que a introdugao desta parasitose em um

local pode ser feita por apenas uma unica crianga, se expandindo rapidamente
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para o restante do grupo (KATZ et al., 2006). G. duodenalis foi descrita como o
protozoario mais frequente em creches avaliadas no Estado de Sao Paulo e, mais
prevalente em criangas de 0 a 4 anos (CARVALHO et al., 2006).

Apenas em homossexuais masculinos, a transmissao sexual da giardiose
foi registrada (TESSIER e DAVIES, 1999).

A transmissdo zoonética de G.duodenalis, é restrita apenas para os
gendtipos Al e Blll das assembléias A e B, respectivamente (THOMPSON, 2004).
Durante levantamento da presenca de Giardia spp. em humanos e em caes de
uma mesma comunidade, foi possivel observar que todas as cepas isoladas dos
humanos pertenciam a assembléia A ou B e, todas as cepas isoladas dos caes
pertenciam a assembléia C e D, com exceg¢ao de um unico cao, que apresentou
infeccao multipla. A caracterizagao deste isolado canino (baseado na avaliagao de
3 diferentes locus génicos), colocou-o dentro do agrupamento genético dos
isolados humanos: assembléia A e B. Esta evidéncia zoonética, esta baseada na
forte associagao entre a prevaléncia de Giardia spp. em humanos e a presenga no
c&o, todos em um mesmo domicilio (THOMPSON, 2004; MACPHERSON,2005). E
admitido que em comunidades com inadequadas condi¢gbes de higiene, alguns
gendtipos de Giardia spp. possam circular entre 0 homem e o cdo, porém nao é
claro quem é o reservatorio primario neste contexto (TRAUB et al., 2004; HUNTER
e THOMPSON, 2005).

Embora existam relatos de animais silvestres, principalmente mamiferos
aquaticos comumente infectados com Giardia spp., existem poucas evidencias de
que eles tenham sido a fonte de contaminagdo nos surtos epidémicos veiculados

pela agua (THOMPSON, 2004). Estudos com castores e primatas ndo humanos
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indicam que a rota de transmissdo pode ser inversa, ou seja, a fonte de infecgcao
de Giardia spp. para estes animais, foi de origem humana (CACCIO et al., 2005;
THOMPSON, 2004; HUNTER e THOMPSON, 2005).

Porém, a ocorréncia de isolados morfologicamente semelhantes a G.
duodenalis e a associagao de animais infectados com epidemias de veiculagao
hidrica em humanos, levou em 1979 a OMS, a classificar Giardia spp. como um
parasito zoonético (THOMPSON, 2004).

As formas indiretas de aquisicdo da giardiose sédo através de insetos
vetores, objetos ou superficie contaminados e, pela ingestdo de cistos presentes
na agua ou alimentos contaminados. Cistos de Giardia spp. foram recuperados do
exoesqueleto de moscas que habitavam ambientes com pouca higiene, indicando
a possibilidade desta forma de transmissao (ALl e HILL, 2003). Creches, hospitais
e ambientes pouco higienizados podem facilitar a contaminagao pelo contato com
objetos e superficies.

Frutas e verduras consumidas cruas e moluscos de agua doce ou marinha,
sdo veiculos potenciais deste parasito. Dos 357 mil casos de doencgas parasitarias
por veiculagdo alimentar que ocorreram nos Estados Unidos, Giardia spp. junto
com Cryptosporidium spp. foram a causa de cerca de 64,0 % destes surtos onde
foram registradas 700 hospitalizagdes e 8 mortes (SMITH et al., 2006a). Porém, a
veiculagao hidrica dos cistos é a principal forma indireta de transmissao de Giardia
spp. Na ultima década nos surtos epidémicos de giardiose que acometeram os
Estados Unidos, a agua foi o veiculo de transmissao dos cistos, sendo que em 9,4

% a ingestdo do protozoario ocorreu em fungcdo do contato com aguas
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recreacionais e, em 16,2 % a causa foi a ingestdo dos cistos pela agua potavel
contaminada (BERTRAND e SCHWARTZBROD, 2007).

Com uma dose meédia infectante (IDso) de 10 a 100 cistos, acredita-se que
até a ingestao de 9 cistos seja suficiente para a instalagao da giardiose, onde as
manifestacdes clinicas variam desde formas assintomaticas até diarréia crénica.
Os sintomas mais comuns sdo dores abdominais, nausea, seguido de severa
diarréia aquosa, ma absor¢cdo e perda de peso. A ma absor¢cédo de gorduras,
vitamina B4, e do acgucar d-xilose € documentada em pacientes com diarréias
crénicas (ADAM, 2001; MULLER e von ALLMEN, 2005).

Associada a viagens para paises em desenvolvimento, Giardia spp. é o
parasito intestinal mais diagnosticado na América do Norte e com estimativas de
que 20,0 % da populagdo mundial esteja parasitada (ROCKWELL, 2003).

O desenvolvimento cognitivo também é afetado sendo que esta parasitose
contribui de uma forma geral, na queda de 15 pontos do Quociente de inteligéncia
(Ql), sendo necessarias intervengdes pedagogicas para promover o
desenvolvimento cognitivo da crianca (ALI e HILL, 2003).

Muniz-Junqueira e Queiroz (2002) comprovaram a associagao da giardiose
com a desnutricdo energética-proteica e avitaminose em criangas brasileiras, onde
a prevaléncia deste parasito foi de 30,4 %. Alguns trabalhos mostram uma forte
associacdo da Assembléia A com diarréia intermitente e, da assembléia B com
diarréia persistente, fato observado em criangcas com até 5 anos de idade, que
desenvolvem mais rapidamente diarréia quando parasitadas por isolados da
assembléia A, do que as criangas com isolados da assembléia B (MONIS e

THOMPSON, 2003; ALI e HILL, 2003; CACCIO et al., 2005).
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A patogenicidade da giardiose ¢é multifatorial, mas ainda nado é
complemente entendida; os trofozoitos parecem causar um dano direto a
bordadura em escova e a mucosa do intestino, em fungcao da sua adesao; a
resposta imune induzida aumentaria a produgdo de secrecdo e fluido que
danificariam o intestino, e ainda, alteragcdes do conteudo biliar e da flora do
duodeno facilitariam a diarréia. Um dos fatores fundamentais é a alteracdo da
permeabilidade do epitélio, induzido por produtos secretados pela Giardia spp.
Este aumento da permeabilidade do epitélio leva a uma reacao inflamatéria
podendo exacerbar um quadro de alergia (MULLER e ALMEN, 2005) e, este
aumento da permeabilidade acarreta ainda, alteragbes na digestdao e absorgao,
devido a injuria na bordadura em escova e indugdo de apoptose das células
intestinais (THOMPSON, 2004).

O grau da patologia da giardiose em pacientes com o sistema imunolégico
comprometido € semelhante ao dos individuos imunocompetentes. Criangas com
severa deficiéncia de células T nao foram mais susceptiveis a giardiose e, quando
adquirida a parasitose, tiveram o mesmo grau de morbidade que criangas
imunocompetentes. Estes resultados indicam que a deficiéncia de células CD4, por
exemplo, ndo torna o individuo mais susceptivel a infeccido deste protozoario
(FAUBERT, 2000).

O tratamento da giardiose é feito em geral com componentes como o
albendazol e o nitrofuram, que alteram a aderéncia e causa o desprendimento do
parasito do epitélio e, nitazoxamide que exibe efeito semelhante ao metronidazol
(bloqueio da sintese de DNA) (ALl e HILL, 2003; PEREZ-ARRIAGA et al., 2006).

Mesmo sendo disponiveis e eficientes no combate a giardiose, estes farmacos
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causam efeitos colaterais que acarretam a interrupcdo do tratamento,
possibilitando que os parasitos desenvolvam resisténcia a elas (SAVIOLI et al.,
2006). Criancas nascidas de méae nao-imune para Giardia spp. apresentaram um
maior risco de adquirir a infeccdo nos primeiros meses de vida e de
desenvolverem sintomas mais severos, do que as nascidas de maes imunes as
quais transferiram esta proteg¢ao natural via leite materno (TELLEZ et al., 2003). A
vacinagdo mostra-se como uma alternativa ao tratamento medicamentoso.
Comercialmente vendida, cdes e gatos vacinados apresentaram redugdo no
tempo de eliminagao e no numero de cistos eliminados (OLSON et al., 2000).
Frequentemente detectados em amostras hidricas, de uma forma geral,
cistos de Giardia spp. sobrevivem por menos tempo na agua e Sd0 menos
resistentes aos processos de desinfec¢gdo, quando comparado aos oocistos de
Cryptosporidium spp. Ainda assim, podem sobreviver neste ambiente por até 2
meses a 8°C (CACCIO et al., 2003), porém, sdo facilmente armadilhados nos
filtros de uma ETA em funcdo do seu tamanho (8 a 12 ym) (CACCIO et al., 2005;
SMITH et al., 2006a). A maneira de contaminagcao de um manancial com cistos de
Giardia spp. € semelhante a contaminagao por oocistos (fezes nas pastagens,
esterco e do lodo de esgoto utilizado em areas agricola e, descarga de esgoto in

natura ou tratado).

4. Fontes de contaminagao de mananciais com oocistos de Cryptosporidium
spp. e cistos de Giardia spp.
Os patégenos podem alcangar os recursos hidricos pela drenagem de fezes

e do lodo de esgoto usado na agricultura e, em fungdo de escoamentos
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superficiais provocados por fortes chuvas. Porém, é a disposi¢cao deste residuo
em um corpo d’agua uma das principais fontes de contaminagdo. Além do
langcamento do esgoto in natura, a disposicao inadequada de esgoto tratado nos
mananciais € uma importante fonte dos patégenos no ambiente (OTTOSON et al.,
2006).

Surtos epidémicos de veiculagao hidrica, ja ocorreram em varias partes do
mundo, mesmo em paises desenvolvidos onde o tratamento da agua praticado
com tecnologia sofisticado e amplamente difundido (CLANCY, 2003). Muitos
destes surtos tiveram o esgoto doméstico confirmado como sendo a fonte
poluidora dos recursos hidricos (GAJADHAR e ALLEM, 2004; MACPHERSON,
2005). Oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. sao
frequentemente detectados, com concentragdes variaveis, em amostras de esgoto
bruto ou tratado: de 10? a 10* oocistos/litro e 10° a 10° cistos/litro e, 10 a 10°
oocistos/litro e cistos/litro, respectivamente (CARRARO et al., 2000). A presenga
destes protozoarios ja foi detectada até mesmo em efluentes de esgoto que
passaram por um tratamento em nivel terciario (CLANCY, 2003; MONTEMAYOR
et al., 2005).

A inclusdo de uma etapa de desinfec¢cao do esgoto tratado antes de ser
disposto no ambiente, também nao assegura a completa inativagdo dos oocistos e
cistos, uma vez que estes protozoarios sao resistentes aos desinfetantes a base
de cloro e, os resultados de inativagcdo com a desinfecgao por UV, por exemplo,
que é considerado o processo de desinfecgcao mais promissor, dependem muito,
da dose, do tempo de exposicdo e da qualidade do efluente a ser desinfetado

(ANDREADAKIS et a. 1999; BELOSEVIC et al., 2001; HIJNEN et al., 2006).
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Cryptosporidium spp. e Giardia spp. ndo possuem correlagao estatistica
com bioindicadores, nem mesmo o tratamento terciario de esgoto se mostra 100
% eficiente em remover e/ou inativa-los (HANNINEN et al., 2005, MONTEMAYOR
et al., 2005). Como todo o esgoto tratado tem como destino final um corpo hidrico,
a analise direta de oocistos e cistos em amostras de efluente de ETE é
necessaria, principalmente se a descarga do esgoto for realizada em um receptor
que sera utilizado como fonte de captagdo de agua, para recreagdo ou para uso
agricola.

Além disso, a avaliacdo da infectividade das formas encontradas neste tipo
de amostra é que ira fornecer informagdes sobre a eficiéncia dos processos e

assim, o real risco para a saude publica.

5. Esgoto

O esgoto € uma complexa suspensao e solugao que contém uma ampla
variagao de sélidos ou particulas, como organismos e componentes minerais, com
propriedades fisico-quimicas, que promovem a sua estabilidade e caracterizam os
diferentes tipos (BAURES et al., 2004). Com uma composicéo fracionada de 99,9
% de agua e 0,1 % de sdlidos, € nesta pequena fracdo solida, que podem se
encontrar os patdégenos, que o esgoto precisa ser tratado antes de ser langado em
um corpo receptor. Em fungéo de sua origem, pode ser classificado como sanitario
(comercial ou doméstico) ou industrial. O esgoto industrial possui uma composigao
variavel de acordo com o produto produzido na industria e deve receber um
tratamento especifico, ainda na area industrial, antes de ser langado a um corpo

receptor. Ja o esgoto comercial e doméstico consiste basicamente da agua
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resultante de pias, de banhos, da descarga dos vasos sanitarios e das lavagens
realizadas nas edificagdes onde sao originados. No Brasil, o ultimo levantamento
do IBGE de 2002 aponta que dos cerca de 5.500 municipios, somente 20,0 %
deles tratam o esgoto produzido, o que significa que a maior parte (80,0 %)
produzida no pais € langada in natura no ambiente.

Os principais parametros que caracterizam o esgoto sanitario de origem
doméstica e que auxiliam no monitoramento dos processos de tratamento sdo: a)
demanda bioquimica de oxigénio (DBO): que indica a quantidade de oxigénio
consumida pelos microorganismos presentes no esgoto para oxidar a matéria
organica em condi¢des especificas. No esgoto doméstico variam entre 200 e 300
mg de oxigéniol/litro; b) sdlidos totais: de origem organica ou inorganica e variam
entre 350 e 1.200 mg/litro; c) nitrogénio: varia de 20 e 80 mg/litro tanto na sua
forma organica, amoniacal e inorganica e, d) fésforo: concentragéo variando entre
5 e 20 mgl/litro. Os indices bioldgicos, quando avaliados sdo baseados nas
coliformes totais e termotolerantes e, indices parasitolégicos, embora presentes,

nao fazem parte dos parametros que caracterizam este residuo.

6. Tratamento do esgoto

O tratamento de esgoto em geral, é descrito em fungéo de diferentes graus
de remogao de matéria organica e/ou inorganica que, em ordem crescente, sao
classificados em: preliminar, primario, secundario e terciario ou avangado
(MUJERIEGO e ASANO, 1999). A tecnologia do tratamento de esgoto industrial e
doméstico cresceu nestes ultimos 100 anos, mas ainda é importante aprimorar

estes processos levando em conta sua eficiéncia e seu custo de construgéo e
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operacional, uma vez que em funcionamento, os resultados do tratamento ficam
abaixo do que o esperado pela tecnologia inicialmente escolhida e empregada
(OLIVEIRA e von SPERLING, 2005b; ZHAO et al., 2007).

No tratamento de esgoto, processos fisicos, quimicos e bioldgicos sao
envolvidos. Na etapa fisica, realizado por meio de gradeamento, sedimentacgao,
flutuacao, flotacao e filtracao, apenas as substancias que nao estao dissolvidas no
esgoto € que sao removidas. As substancias dissolvidas e as suspensoes
coloidais precisam ser eliminadas por meio de processos que transformem as
moléculas em particulas, flocos, que sejam depuradas fisicamente ou
transformando-as em gases para serem liberados para atmosfera.

Uma forma de promover a floculagdo de substancias dissolvidas e coloidais
presentes no esgoto é através de processo bioldgico, realizado por bactérias
anaerobias ou aerdbias. Exemplos destes tratamentos s&o: lagoas facultativas,
leitos cultivados, reatores anaerdbios de fluxo ascendente com manta de lodo
(UASB), e, o processo lodo ativado aerdbio, que podem ser utilizados de forma
sequencial, combinados ou com modificagdées (AIYUK et al., 2006). Embora novas
tecnologias como filtragdo em dupla membrana, ultrafiltragdo e osmose reversa
estejam em desenvolvimento e pesquisas com resultados preliminares
satisfatorios, ainda apresentam altos custos (LEE et al., 2007; TAM et al., 2007).
Assim, muitas ETE utilizam os processos bioldgicos como forma de tratamento.

O tratamento anaerébio foi muito investigado nas ultimas décadas, com
ETE sendo implantadas em todo mundo principalmente em paises tropicais, uma
vez que este processo ndo tem se mostrado eficiente em climas temperados

(HAFIANE e HAMOURI, 2005). O reator UASB, € um processo anaerobio bem
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avaliado que apresenta vantagens ao uso isolado do lodo ativado, se combinado a
outros tratamentos que completam a remog¢ao da matéria organica (SOUZA et al.,
2004; SUMINO et al., 2007; TANKUKAR et al., 2007).

A degradacao por bactérias anaerdbias apresenta as vantagens de produzir
uma menor quantidade de residuo (5 a 10 vezes menor que o tratamento aerdbio),
de gerar gas metano, ter um baixo custo de construgéo, pois necessita de uma
area pequena para sua instalagao e de manutengao, porque nao consome energia
elétrica, uma vez que néao utiliza bombas ou aeradores (HAFIANE e HAMOURI,
2005). Como desvantagem, ha a necessidade de algumas semanas e até meses,
para estabilizar a matéria organica presente no esgoto, além de produzir maus
odores, reduzir a matéria orgéanica em torno de 60,0 a 80,0 % e, a remogao de
patdbgenos como Cryptosporidium spp. e Giardia spp. ser menor quando
comparado com o tratamento aerébio (OTTOSON et al., 2006).

Muito utilizado, o tratamento aerobio reduz mais de 80,0 % da DBO sem
producdo de odores e a estabilizagcdo da matéria organica pode ocorrer em
algumas horas, sendo este tempo reduzido quanto maior a temperatura. As
desvantagens incluem o alto custo das instalagcbes, pois grandes areas sao
necessarias, o grande gasto de energia em fungdo do uso de bombas para
retirada do lodo excedente, para retorno do lodo e com os aeradores. Essas
operagdes sao responsaveis por 54,0 a 97,0 % do consumo de uma ETE,
dependendo do tipo e uso. Soma-se a isso a regular manutengao e operacgao de
equipamentos complexos para garantir a eficiéncia do funcionamento, porém, a
alta produgao de residuos, talvez seja o principal problema das ETE que operam

com o sistema de lodo ativado (TANDUKAR et al., 2007).
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A tendéncia atual para o tratamento € o conceito de integragdo entre os
varios processos: 0 quimico, com etapa de floculagao e coagulagao; o anaerébio e
aerobio para degradacdo da matéria organica e o fisico, com uma etapa de
sedimentagao, com a finalidade de solucionar alguns problemas, como os citados
e, equilibrar o custo de instalagcdo e manutencdo com a eficiéncia no tratamento
do esgoto doméstico (FIKAR et al., 2005; AIYUK et al.,, 2006; SUMINO et al.,
2007; TANKUKAR et al., 2007).

Em 1914, dois pesquisadores ingleses observaram que promovendo a
aeragao de aguas residuarias, o resultado era a remogao de material organico e
formagado de flocos macroscopicos que por sedimentagdo simples, poderiam ser
separados da fase liquida. Notaram ainda que a adicdo desses flocos a outro
volume de agua, acelerava o processo de remocgdo do material organico

(www.tratamentodeagua.com.br). Este processo ficou conhecido como lodo

ativado, pois a degradagcdo da matéria organica presente no esgoto bruto é feita
por microorganismos que compdem o floco, sendo utilizado pela primeira vez, em
larga escala, em 1922.

O floco bioloégico é formado por bactérias que se agregam e, aderidos ou
nao a este floco, estdo os fungos, os protozoarios, os rotiferos, os nematdides e
os anelideos, ficando a composigao assim estabelecida: 95,0 % da biomassa do
lodo é formada pelas bactérias e os 5,0 % restantes por estes outros organismos,
sendo que destes, os protozoarios sdo predominantes (CHEN et al.,, 2004). A
comunidade de protozoarios presentes no lodo ativado é muito sensivel as
variagdes ambientais e, eventuais mudangas podem alterar a cadeia alimentar

deste ecossistema artificial, afetando o desempenho do tratamento do esgoto. Em
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funcao disto, os protozoarios ndao patogénicos podem indicar as condi¢cdes de
operacao de uma ETE que opera com o processo de lodo ativado (NICOLAU et
al., 2001; CHEN et al., 2004). Além da degradacao da matéria organica, devido a
complexidade de interagdes existente no floco, as bactérias fixam uma quantidade
variavel de organismos dentro do floco (SANIN et al., 1994; NICOLAU et al., 2001)

incluindo possiveis patégenos presentes no esgoto bruto.

O grande problema nas ETE que operam com tratamento por lodo ativado,
€ que, devido a continua entrada de esgoto nos tanques de aeragdo e
consequente crescimento do lodo, ha a necessidade de se retirar periodicamente
o lodo excedente e, estima-se que cada habitante produza cerca de 160 a 190 g.
de lodo/dia (ALEM SOBRINHO, 2001), gerando uma grande preocupacdo com a
disposicao final deste residuo. A disposicdo em aterros sanitarios apresenta um
alto custo de transporte e manutengao; a liberagcdo em oceanos rios e lagos é
pratica proibida e, a incineragao gera gases poluentes (SILVA et al., 2001). Assim,
uma alternativa muito estimulada é a disposi¢ao na agricultura por ser um bom
condicionante e fertilizante do solo, em funcdo do elevado teor de matéria
organica e nutriente como nitrogénio, fésforo (ANDREOLI e CARNEIRO, 2002;
SILVA et al., 2001), porém, esta alternativa tras risco a saude publica, uma vez
que muitos patdégenos ficam retidos no floco podendo contaminar o solo e
mananciais préximos a area de aplicagdo (BONATTI, 2007).

Antes da disposicao, o lodo pode ser desaguado artificialmente por meio de
centrifugas e uso de polimeros, sofrer um tratamento por calagem ou por radiagao

com luz ultravioleta (UV), logo apds a sua retirada do tanque de aeragdo. Em uma
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avaliacao do desempenho, 166 ETE nos Estados de Sao Paulo e Minas Gerais,
que utilizam diferentes processos de tratamento, o lodo ativado, foi o mais
eficiente em remover a matéria organica, sendo que este desempenho foi mantido
mesmo quando a estagao trabalhou com variagdes de carga e tempo de detengao
hidraulico (OLIVEIRA e von SPERLING, 2005a e b). Porém, o desempenho
destas estacdes foi baseado em parametros fisico-quimicos como DBO, Demanda
quimica de oxigénio (DQO) e Sdlidos suspensos totais (SST) e, a parte bioldgica,
concentrada na deteccdo de coliformes totais e termotolerantes, carecendo de
uma investigagao parasitolégica como ovos de helmintos e/ou cistos e oocistos de
protozoarios.

O tratamento de esgoto que promove uma maior remogao de patdégenos € o
que ocorre em nivel terciario, que tem a finalidade de inativar patégenos e eliminar
toda a matéria organica, além de nutrientes como nitrogénio e fésforo. Esta
remogao e inativagdo sao realizadas, por exemplo, com a adigdo de coagulagao
quimica, filtros de areia, filtros de carvdo mineral, leitos cultivados e uma etapa de
desinfeccdo, instaladas logo apdés a etapa de sedimentagcdo proveniente do
tratamento secundario (MONTEMAYOR et al.,, 2005). Embora o tratamento
terciario aumente a eficiéncia de remocgéo de oocistos de Cryptosporidium spp. e
cistos de Giardia spp. do esgoto, a presenga destes protozoarios ja foi detectada
no efluente resultante deste tratamento avangado (ROBERTSON et al., 2000;

CLANCY, 2003; MONTEMAYOR et al., 2005).
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7. Técnicas de deteccao de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de
Giardia spp. em amostras de esgoto

Com o aumento no numero de surtos epidémicos de protozoarios por
veiculagao hidrica, metodologias para deteccdo de oocistos de Cryptosporidium
spp. € cistos de Giardia spp. em amostras hidricas foram padronizadas e
validadas, porém, adotar simplesmente a metodologia utilizada para analise da
agua, na pesquisa da ocorréncia destes protozoarios em amostras de esgoto nao
€ possivel. Assim, em funcdo das dificuldades inerentes face a composigcao da
amostra, como a rica variedade de microorganismos e caracteristicas organicas e
inorganicas, existe a necessidade de adaptagdes das metodologias existentes,
como por exemplo, dos métodos utilizados nas analises clinicas (McCUIN e
CLANCY, 2005).

Robertson et al. (2000) realizaram um extensivo trabalho metodoldgico para
deteccdo de oocistos e cistos em amostras de esgoto (tratado ou ndo) analisando
as técnicas de flutuacéo por solugao saturada em sacarose, clarificagcdo com éter,
a combinacdo de ambas e a auséncia da etapa de purificacdo. Os autores
concluiram que para as diferentes amostras de esgoto (tratado ou n&o) ha
necessidade de metodologias diferentes e, com as devidas adaptagdes, os
resultados na recuperagao dos oocistos e cistos sdo mais eficientes.

No Brasil, Dias Junior (1999) e Farias et al. (2002) analisaram a presencga
de oocistos de Cryptosporidium spp. € ou cistos de Giardia spp. em aguas
superficiais e de esgoto, utilizando as técnicas de floculagdo em carbonato de

calcio, filtracdo em membrana e dissolugcdo da membrana filtrante. Porém, em
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decorréncia de uma grande concentragao de particulas no esgoto, que impacta
rapidamente a membrana, o uso delas ficou restrito ao esgoto tratado.

As metodologias de concentracdo e purificacdo baseadas na clarificagcao
com éter e na flutuagcdo em solugao saturada de sacarose, foram eficientes em
recuperar oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. em amostras
de lodo ativado, com um melhor desempenho para o primeiro método em
recuperar os cistos e sem diferenca estatistica na recuperagcdo de oocistos
(SANTOS et al., 2004). Metodologias para detecgédo destes protozoarios em lodo
de esgoto a ser utilizado na agricultura, também foram adaptadas por Bonatti et al.
(2007).

Embora a técnica de filtragdo em membranas para amostras de esgoto
bruto, ndo seja adequada devido a rapida saturagdo da membrana, o uso de um
sistema de filtracdo em membrana, ja utilizado nas ETA para detecgdo de
bactérias, tem apresentado bons resultados na recuperagdo de oocistos de
Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. em amostras de esgoto tratado
(CANTUSIO NETO et al., 2006). As técnicas realizadas nos trabalhos acima
citados sao de baixo custo, simples e eficiente, o que viabiliza o fomento de
pesquisas de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. nos diferentes tipos de
amostras de esgoto.

A etapa de visualizagdo destes protozoarios feita com reacdo de
imunofluorescéncia direta (RID) utilizando-se anticorpos monoclonais, embora
onerosa, significa uma eficiéncia de 12 vezes maior quando comparada com as
técnicas comuns de coloragao para oocistos e cistos (CLANCY et al., 1999). Esta

técnica torna os resultados mais precisos, ha a necessidade de pessoal técnico
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treinado em funcéo da possibilidade de reagao cruzada com algas ou leveduras

presentes na amostra.

8. Eficiéncia dos tratamentos de esgoto na remog¢do de oocistos de
Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp.

A remocgao de patdégenos ocorre a partir do tratamento do esgoto em nivel
secundario e, sabe-se que os tratamentos bioldégicos convencionais ndo sao
totalmente eficientes na remocgéao de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de
Giardia spp. com valores muito variaveis de eficiéncia sendo relatada na literatura.

Uma remocgéao de 80,0 % de oocistos do esgoto bruto foi obtida com o uso
de reatores biolégicos com biomassa de algas (ARAKI et al., 2001). Bukhari et al.
(1997) ao avaliarem 3 estagdes de tratamento, obtiveram taxas de remocgéao de
cistos de Giardia spp. variando de 26,0 a 71,0 %, maxima semelhante a
observada por Payment et al. (2001) onde a taxa de remocao de cistos foi de 79,0
%. Protozoarios ciliados (n&o patogéncios) presentes em leitos cultivados
(wetlands) apresentaram favoraveis taxas de predagdo sobre oocistos de
Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp., sendo que a taxa de predacgéao varia
em funcado da espécie do predador (STOTT et al., 1997; STOTT et al., 2001).

indices maiores de eficiéncia foram observados por Wiandt et al. (2000) ao
avaliarem a eficiéncia de 5 ETE francesas que operavam com o processo de lodo
ativado. Todas as amostras de afluente (esgoto bruto) foram positivas para cistos
de Giardia spp. e a taxa de remogao variou de 99,5 a 99,8 %. Taxas inferiores

foram observadas por Robertson et al. (2006): apenas 50,0 % dos oocistos e 80,0
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% dos cistos foram removidos, em ETE com tratamento secundario de esgoto na
Noruega.

Maturama et al. (1992) avaliaram a eficiéncia do processo de tratamento
por lodo ativado em condigcdes de laboratério, na remogado de oocistos de
Cryptosporidium spp. e as taxas alcangadas foram de 80,0 a 84,0 %. Ao
inocularem em camundongos, 0s oocistos que passaram pelo tratamento de lodo
ativado, causaram infeccédo em 91,0 % dos animais inoculados, indicando que a
total inativacdo dos oocistos ndo ocorre neste tratamento secundario havendo a
necessidade de se complementar o tratamento de esgoto, com processos de
desinfeccao de efluentes.

Comparando, em escala real, o numero de oocistos e cistos presentes no
esgoto bruto, com as formas detectadas no esgoto tratado, Carraro et al. (2000)
encontraram uma remocédo de 77,5 % de oocistos e 74,0 % para cistos ao
avaliarem uma ETE com tratamento por lodo ativado. Usando corantes
fluorogénicos vitais, os autores observaram as estruturas internas em 49,5 % dos
oocistos e 45,5 % dos cistos, presentes em amostras do esgoto tratado. Quando
avaliada as amostras do esgoto bruto, a observagédo das estruturas internas foi
possivel em um numero maior de oocistos e cistos (65,0 e 69,0 %,
respectivamente). Estes resultados levaram os pesquisadores a considerar que,
embora o processo de tratamento por lodo ativado tenha limitagdes, como taxas
de eficiéncia de remocgao variaveis, ele parece favorecer a excistagdo, o que
indiretamente reduziria o potencial de infectividade das formas parasitarias.

A digestdo aerdbia é reconhecidamente mais eficiente na remocéo de

patdogenos do que a digestdo anaerdbia. Oocistos de Cryptosporidium spp. e
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cistos de Giardia spp. tiveram uma reducao de 2,96 log (99,8 %) e 1,40 log (96,2
%) durante processo aerébio do tratamento de esgoto, e, uma redugéo de 0,30 log
de oocisto e nenhuma para cistos, quando a digestao foi anaerdobia (CHAURET et
al., 1999).

Segundo alguns pesquisadores, indices de eficiéncia variaveis, com o
processo de lodo ativado, podem ser explicado pelo fato da biomassa de lodo se
comportar como um sistema unico, que depende das caracteristicas do esgoto
tratado, da configuragdo hidraulica implantada na estacdo de tratamento, da
temperatura, da idade do lodo, entre outros fatores (VAZOLLER et al., 1989;

www.tratamentodeagua.com.br).

A combinacdo de processos de tratamento € uma tendéncia atual e tem
apresentado melhores resultados de remogao de patégenos. O processo de lodo
ativado seguido de coagulagédo quimica e filtro de areia foi avaliado quanto a sua
capacidade de remover oocistos de Cryptosporidium spp. Somente o processo de
lodo ativado foi capaz de reduzir em 2 log (99,0 %) o numero de oocistos presente
no esgoto bruto sendo que, quando combinado com o processo quimico, houve a
adicdo de mais 1 log na taxa de remocao (SUWA e SUZUKI, 2001). Quando o
mesmo tratamento € seguido por um filtro de areia, a remogao de oocistos de 2
log, soma-se 0,5 log, sendo que a remogao alcanga 3 log (99,9 %) quando
acrescenta-se a coagulagédo quimica ao esgoto bruto (SUWA e SUZUKI, 2003).

Com taxas tao variaveis de eficiéncia de remocgao de oocistos e de cistos, a
parte liquida resultante da sedimentacéo dos flocos (que € o esgoto tratado),
contém também uma concentracéo destes parasitos, que esta diretamente ligada

a concentragéo inicial dos patégenos presentes no esgoto bruto. Na literatura, os
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registros de concentracédo de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia
spp. em esgoto tratado sdo da ordem de 10" até 10%litro, respectivamente
(CARRARO et al., 2000) e, nem sempre o esgoto tratado passa por processos de
desinfeccdo antes de ser langado nos corpos d’agua. Assim, a despeito de altas
taxas de remocéao, os processos de tratamento de esgoto em nivel secundario néo

eliminam o risco da transmissao hidrica destes protozoarios.

9. Processos de desinfecgao do esgoto tratado

O uso do esgoto apos tratamento adequado é visto como uma alternativa
para a agua, principalmente em paises que sofrem com a escassez, mas para
este reuso, € necessario garantir a boa qualidade deste esgoto tratado, que sera
reutilizado. O cloro é rotineiramente usado como desinfetante do esgoto tratado,
mas como o0s protozoarios Cryptosporidium spp. e Giardia spp. sao resistentes a
ele, existe uma busca por processos de desinfeccdo eficientes em inativar os
patdgenos presentes no esgoto. O 0zénio e a luz ultravioleta (UV) estdo sendo
amplamente pesquisados e sdo promissores candidatos a desinfeccgao.

O ozb6nio € um excelente oxidante e por causar dano a parede celular
(CRAIK et al., 2000) é capaz de inativar protozoarios com equilibrado custo-
beneficio e adequada taxa de inativagdo considerando-se a dose e tempo. Porém,
COMO a exposi¢ao necessaria para se conseguir a inativagao é alta, o que ha a
geracao de subprodutos. Quando utilizado um tempo menor de exposi¢ao, reduz a
formagado dos subprodutos, mas a eficiéncia na inativagdo destes protozoarios €

limitada. Embora alguns dos 10 subprodutos possiveis de formagédo durante o
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processo de ozonizagdo nao sejam considerados toxicos, em particular deve-se
destacar o bromato que € uma preocupagdo, pois apresenta potencial
cancerigeno para o ser humano, nao € biodegradavel e uma vez formado, sua
remogao € economicamente inviavel (FACILE et al., 2000; von GUNTEN, 2003;
HIJNEN et al., 2006). Com estes problemas derivados, a luz UV ganhou mais
atencgao e é vista como uma alternativa promissora apresentando as vantagens de
ser um processo fisico, sem nenhum adicional quimico, necessitar de um curto
periodo de contato, ndo gerar subprodutos e, ser eficiente na inativagdo de
Cryptosporidium spp. e Giardia spp. entre outros agentes patogéncos. Entretanto
um dos poucos problemas relacionados ao processo de desinfecg¢ao por luz UV é
o fato dele ndo deixar residual assim que o efluente sai do reator (HASSEN et al.,
2000).

Quando o DNA ou RNA é exposto a luz UV elétrons penetram e quebram
as bases causando danos a estrutura dos &acidos nucleotidicos, impedindo a
replicacdo e a transcrigao e, portanto a multiplicagcdo do organismo, sendo que
esta acao biocida é mais eficiente quando as lampadas emitem as radiagdes no
comprimento de onda de 250 a 270 nm (LINDEN et al., 2001; ZIMMER et al.,
2003; HIJNEN et al., 2006).

Avaliagbes in vivo da eficiéncia da luz UV indicam que doses < de 20 mJ
cm? geram inativagdo de 3 log (99,9 %) a 4 log (99,99 %) de oocistos de
Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. (ROSE et al., 2002; HAYES et al.,
2003; HIJNEN et al.,, 2006), porém, a pressao da lampada, a variagdo da

irradiacdo emitida e a qualidade do liquido a ser desinfetado, sdo considerados
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quando do ajuste de uma dose (HASSEN et a. 2000; ZIMMER et al., 2003),
objetivando a total eficiéncia.

Baixas doses de UV e a falta de efeito residual podem causar um dano sub-
letal ao DNA o que traria sérias implicagées ao uso da luz UV como desinfetante.
Os possiveis mecanismos envolvidos no reparo genético incluiiam a foto
reparagao (recuperagcao dos dimeros) e a foto reativagdo (reparo na excisdo do
gene ou da base e de enzimas) (ROCHELLE et al., 2004; ROCHELLE et al.,
2005), sendo que a possibilidade de reparo € inversamente relacionada com a
dose (BELOSEVIC et al., 2001).

Estudos recentes indicam que C. parvum e C. hominis possuem a maioria
dos genes necessarios para o reparo, mas, se feita a reativagao, ela nao permitira
recuperar os niveis de infectividede existente antes da exposig¢ao, pois algumas
proteinas essenciais a replicagdo sao irreversivelmente danificadas. O fenébmeno
de reparo nao foi observado em cistos de G. duodenalis, protozoario que se
mostra muito sensivel a radiagdo por UV (LINDEN et al., 2002; MORITA et al.,
2002; ROCHELLE et al., 2004; ROCHELLE et al., 2005). Porém, € necessario
ressaltar que resultados discrepantes sobre a eficiéncia de inativagao da luz UV
em relagdo a Cryptosporidium spp. e Giardia spp sao registrados na literatura em
funcdo do método de escolha para a avaliagdo da eficiéncia do processo de
desinfeccdo. Hoje, apenas os métodos de cultivo celular e infectividade em animal

sdo considerados validos.
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10. Metodologias para avaliagao da eficiéncia de processos de desinfecgao
na inativagao de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp.

A inativagdo de um agente patogénico pode ser definida como a perda da
infectividade que é a habilidade de um organismo de sobreviver, infectar outro
organismo e, se reproduzir, no caso dos parasitos obrigatorios (QUINTERO-
BETTANCOURT et al., 2002). E esta medida de infectividade que indica o risco de
aquisicao da enfermidade e a sua implicacado em Saude Publica.

Muitos métodos tém sido utilizados para medir esta infectividade e inferir a
eficiéncia de um processo de desinfecgdo de agua ou esgoto. Entre os métodos in
vitro estdo a coloragdo com os corantes fluorogénicos vitais e os fluorogénicos
SYTO-9 e SYTO 59, os testes de excistacao e o cultivo celular e, 0 método in vivo
de infectividade em animal.

Métodos como a PCR (Polimerase Chain Reaction) e FISH (Fluorescent in
Situ Hybridization) ou qualquer outro método que tenha como alvo rRNA ou mRNA
superestimam a infectividade de oocistos ou cistos uma vez que estes acidos
permanecem estaveis por logos periodos sendo amplificados mesmo apéds a
morte celular (GASSER e O’'DONOGHUE, 1999; SUNNOTEL et al., 2006).

Mais recentemente, houve a proposi¢cao do uso da FISH para a avaliagao
da infectividade, baseado na premissa de que organismos dados como nao-
viaveis pela FISH, apresentam significativos danos estruturais a integridade da
parede celular dos protozoarios (GRACZYK et al., 2007).

Os corantes fluorogénicos vitais Pl (iodeto de propidio) e o DAPI (4'6-
diamidino-2-phenylindol) amplamente difundidos, sdo baseados na permeabilidade

da membrana, que permite ou néo a inclusdo dos corantes: o Pl € um corante de
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exclusado, ou seja, cora apenas ceélulas mortas ou muito injuriadas e o DAPI, um
corante de inclusdo para células com a membrana intacta, porém, estes corantes
se ligam ao material nuclear e esta ligacdo, ocorre mesmo que a ceélula esteja
morta. Com estes métodos, avalia-se apenas a injuria celular, sem indicar, no
entanto, a atividade metabdlica dos esporozoitos ou trofozoitos e assim, ndo sao
uma boa ferramenta para medir a infectividade (GASSER e O’DONOGHUE,
1999). Mesmo quando associado a citometria de fluxo, o DAPI ndo apresentou
correlagcdo com o cultivo celular ou teste de infectividade animal (KATO e
BOWMAN, 2002) e, em estudo onde foram aplicados juntos, DAPI e PI
subestimaram a eficiéncia da luz UV e do processo de ozonizagdo quando os
resultados foram comparados ao cultivo celular e a infectividade animal
(LABATIUK et al., 1991; FREIRE-SANTOS et al., 2000; SAKAMOTO et al., 2001).
Ressalta-se que atualmente, o uso do DAPI restringe na andlise ambiental, como
um teste confirmatério da morfologia, por favorecer a visualizagdo dos nucleos dos
protozoarios.

Diferenca de fluorescéncia dificulta a leitura dos corantes SYTO-9 e
SYTO59, sendo indicado apenas para uso combinado com citometria de fluxo
(NEUMAN et al., 2000b).

Excistacdo € uma metodologia onde as condigdes enzimaticas estomacais
de um animal vertebrado sao simuladas in vitro e, por indugado quimica, promove-
se a excistagdo dos esporozoito/trofozoito. Assume-se assim, que 0s oocistos e
cistos excistados seriam infectantes e os que ndo excistaram estavam mortos.
Esta afirmacdo ndo se mostrou valida, uma vez que oocistos considerados nao

viaveis por esta técnica foram capazes de estabelecer infecgdes em camundongos
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(NEUMANN et al., 2000a). Assim, a excistagdo indica apenas a capacidade do
parasito em completar parte de seu ciclo; experimentos com cistos de G. muris
expostos a luz UV indicaram infectividade inferior a 10,0 % quando utilizada o
teste de infectividade animal enquanto que, com a metodologia de excistagao, a
infectividade foi superior a 80,0 %. Estes resultados indicam que, embora
excistados, o dano ao DNA n&o permitiu o sucesso na replicacao, reproducao e no
estabelecimento da infec¢do nos camundongos, resultado que subestimou a
eficiéncia da luz UV em inativar os cistos de G. muris (CRAIK et al., 2000).

Com mais de 10 anos em pesquisas, varias linhagens celulares foram
avaliadas para a realizagdo da técnica de cultivo celular: HCT-8, AGS
(adenocarcinoma estomacal humano) e Caco-2 (célula de adenocarcinoma do
célon) suportam o crescimento intracelular de Cryptosporidium spp. Estas
camadas celulares sdo inoculadas com oocistos ou trofozoitos e apds 48 ou 72
horas, os pontos de infecgdo podem ser observados por coloragéo especifica ou
uso da PCR (JOACHIM et al., 2003; CHOI et al., 2004). Embora seja considerada
uma técnica facil e sensivel a um pequeno numero de oocistos presentes em
amostras ambientais as varias linhagens de células apresentam diferentes graus
de sensibilidade de infecgdo ao protozoario, além de nao permitir a propagagao
dos oocistos (NEUMANN et al., 2000; ROCHELLE et al., 2002; GIROUARD et al.,
2006).

A técnica de cultivo celular é o unico modo de avaliagao da infectividade de
C. homins (espécie responsavel por 70,0 % das infecgdes de criptosporidiose
humana), uma vez que esta espécie nao infecta os modelos animais mais

utilizados em experimentos de infectividade, como ratos e camundongos e,
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apresenta o mesmo nivel de infectividade que C. parvum no cultivo celular
(JOHNSON et al., 2005).

Em relacao a Giardia spp., como este protozoario nao € invasivo, habitando
o lumen intestinal de seu hospedeiro, o cultivo celular ndo pode ser aplicado para
analise da infectividade deste parasito.

O experimento de infectividade animal baseia-se na inoculacdo de um
determinado patégeno em animais de laboratério como ratos, camundongos,
gerbil, cobaias e, verificar se o ciclo destes parasitos é reproduzido nestes animais
(NEUMANN et al., 2000; NOORDEEN et al., 2002). Porém, variaveis sado inerentes
a esta técnica, podendo apresentar: j) variabilidade bioldgica entre os isolados, ii)
variabilidade imunoldgica (susceptibilidade/ resisténcia) individual dos animais
utilizados, iij) diferentes e complexos protocolos entre os laboratérios e, iv) a
necessidade de acompanhamento da infeccdo leva a necessidade de um tempo
maior para se obter os resultados (CLANCY et al., 2000; ROCHELLE et al., 2002;
THOMPSON, 2004). Técnica trabalhosa necessita ainda, no caso de inéculos
provenientes de amostras de esgoto, de um eficiente protocolo de sanitizagao
desta amostra.

Embora com estas desvantagens, o teste de infectividade animal é o
método que melhor promove uma medida direta na habilidade dos parasitos em
causar a infecgdo, pois permite o completo desenvolvimento dos parasitos.
Apresentando correlagdo com o cultivo celular, estas sdo as unicas metodologias
atualmente validas para avaliagcdo da eficiéncia dos variados processos de

desinfeccdo em amostras ambientais.
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Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi avaliar a ocorréncia de oocistos de
Cryptosporidium spp e cistos Giardia spp. no esgoto recebido por uma Estacao
de Tratamento de Esgoto da cidade de Campinas e a eficiéncia desta na

remogao destes patdgenos.

Objetivos especificos:

- Verificar a ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de
Giardia spp. no afluente (esgoto bruto),

- Verificar a ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de
Giardia spp. no efluente (esgoto tratado),

- Avaliar a eficiéncia do processo de tratamento de esgoto, adotado pela
Estacdo, em remover oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia
spp. e,

- Avaliar a eficiéncia do processo de desinfeccdo por luz ultravioleta em

inativar oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp.
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Material e Métodos
1- Caracterizacao do local de estudo
Com uma area de 7,0 hectares, a Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE)

Samambaia esta localizada no Bairro Tamoios, regido leste de Campinas, divisa
com o municipio de Valinhos (Fig.1). Foi inaugurada em 3 de julho de 2002,
atendendo aproximadamente uma populacdo de 60 mil habitantes de 25 bairros.
Possui capacidade construida para uma vazao de 150 litros/s, porém durante todo
o0 periodo de coleta de dados (segundo semestre de 2003, 2004 e primeiro
semestre de 2005), funcionou com vazdo de 70 litros/s. Esta estacdo recebe
apenas esgoto domeéstico que € tratado em nivel secundario pelo processo de
lodo ativado. Segue o fluxograma (Fig. 2) e uma breve descricdo das etapas que
compreendem o processo de tratamento do esgoto da ETE Samambaia:

1) Estagéo elevatoria de esgoto bruto: ao entrar na estagao elevatéria para
ser bombeado, o esgoto bruto é gradeado em um cesto removivel, com barras
separadas com espagamento de 4 cm para retirada dos solidos grosseiros.

2) Gradeamento fino: o esgoto passa por duas grades (espagamento de 1
cm entre as barras), sendo uma delas mecanizada com bragos rotativos e a outra
com limpeza manual, para eliminacédo dos residuos finos.

3) Caixa de areia: formada por canais retangulares onde o ar € introduzido
na caixa através de sopradores. Com o objetivo de remover a areia do esgoto e
impedir que passe as etapas de tratamentos subsequentes causando desgastes, a
aeragcdo mantém a matéria organica em suspensao e a areia acumulada no fundo

da caixa.
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4) Lagoa aerada: o esgoto ja gradeado e sem a areia, € lancado na lagoa
aerada que constitui o alimento para a biomassa (composta principalmente por
bactérias) que se forma na massa liquida e promove a decomposi¢céo aerdbica da
matéria organica. Sobre esta lagoa ficam os aeradores flutuantes que tem a
finalidade de introduzir oxigénio na massa liquida e proporcionar a
homogeneizagao do conteudo da lagoa.

5) Decantadores secundarios: o efluente gerado na lagoa aerada entra no
decantador secundario onde sera feita a clarificacdo do efluente final. E nesta fase
que ocorre a separagao do lodo floculado (biomassa) do efluente final tratado, que
€ langado no corrego Samambaia.

6) Digestor de lodo: o lodo excedente retirado da lagoa de aeragado é
enviado ao digestor, onde ocorre um processo biolégico de degradagcéo da matéria
organica, na presenca de oxigénio livre. Assim, o resultado € um lodo mais estavel
e sem odor.

7) Desaguamento de lodo: consiste em aumentar a concentragao de solidos
nele contido, por meio da retirada de agua e desta forma a redugéo do volume do
lodo. Para isto, o lodo é centrifugado e atinge uma porcentagem de 20,0 % de
sélidos secos. O sobrenadante resultante do processo de centrifugagcédo é
devolvido para a estagao elevatoria (1° etapa do tratamento) para ser novamente
tratado. O lodo desaguado, conhecido por lodo condicionado ou biossdlido, é
retirado mecanicamente e acondicionado em um container com capacidade de 14

m? de volume, antes do seu destino final.
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8) Estacdo elevatéria de recirculacdo e descarte do lodo: esta estacao
permite o retorno do lodo biolégico a primeira lagoa de aeragdo e o descarte do
lodo excedente para o digestor.

Na ETE Samambaia existe duas lagoas de aeragdo, mas em fungdo do
menor volume de esgoto tratado, apenas a segunda lagoa estd em
funcionamento. Durante o periodo do estudo, todo o lodo excedente e desidratado
era levado para a empresa Opersan de Jundiai/SP, exposto a luz solar e
distribuido para uso na agricultura.

Todo o efluente tratado € langado no cérrego Samambaia que se une ao
ribeirdo Pinheiros, no municipio de Valinhos e juntos desaguam no Rio Atibaia. A
descarga deste efluente ocorre a 2.000 m a montante do ponto de captacao de
agua, de onde sdo colhidos 90,0 % da agua usada para o abastecimento da
cidade de Campinas.

Nao existe, em sua rotina, uma etapa de tratamento terciario (desinfecg¢éo),
porém foi instalado, em fase de experimentag¢ao, um reator com 2 |lampadas de luz
ultravioleta (UV), modelo In-Line 250 Sistema de desinfec¢cdo UV de Liquidos —
Alta Intensidade fabricado pela Germetec UV & IR Technology Ltda®. Nesta
etapa, parte do efluente tratado (vazdo de 12 litros/s), foi desinfetada passando
por este reator, ajustado com uma dose entre 25 a 30 mJ/cm? e um tempo de
contado do efluente com o UV de 5 segundos. Embora em fase de
experimentacdo, este processo de desinfecgao foi avaliado em escala real.

O restante do efluente (cerca de 58 litros/s) é langado no corpo receptor,

sem qualquer processo de desinfeccéo.
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O tempo de permanéncia do esgoto, desde sua entrada na ETE até o
langamento do efluente no cérrego Samambaia, € de cerca de 50 horas, portanto,
as coletas deste estudo foram realizadas em dias diferentes, ou seja, o efluente foi

colhido cerca de 50 horas apds a coleta do afluente, com a finalidade de se obter

uma amostra do efluente correspondente aquela do afluente.

Fig. 1. Foto aérea da ETE Samambaia, Bairro Tamoios, Campinas, SP (Fonte —
Sociedade de Abastecimento de Agua e Saneamento S/A SANASA).
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FLUXOGRAMA ETE SAMAMBAIA
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Fig. 2. Fluxograma com as etapas do tratamento de esgoto.
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2- Coleta das amostras e metodologias de concentragao

Para a avaliagcéo da eficiéncia do processo de lodo ativado na remogao dos
patdgenos, foram selecionados trés pontos de amostragem na ETE Samambaia,
sendo analisados os seguintes tipos de amostra: i) afluente (AFL) que constitui o
esgoto bruto, ii) efluente (EFL) apdés o tratamento de lodo ativado (nivel
secundario) e, iii) efluente desinfetado com UV (EFL+UV). Todas as amostras
foram colhidas em frascos plasticos, previamente descontaminados e lavados com
solugao de eluigdo contendo Tween 80 a 0,1 %. Este procedimento foi feito para
evitar que os possiveis oocistos e cistos presentes naturalmente nas amostras
ficassem aderidos na parede do frasco.

As amostras de afluente foram colhidas superficialmente, no vertedor (Fig.
3), que é a saida do esgoto bruto da caixa de areia. Esta etapa é precedida pelo
gradeamento e antecede ao despejo na lagoa de aeragdo. Tanto a etapa do
gradeamento, como a etapa da caixa de areia, fazem parte do processo preliminar
do tratamento do esgoto. Um litro do afluente foi colhido com frasco coletor e

transferido para o frasco plastico descontaminado.

PN Lot e

Figura 3. Caixa de areia com o vertedor.
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Dois litros do efluente tratado em nivel secundario e aquele desinfetado por
UV foram colhidos como descrito a seguir: para o efluente sem desinfec¢ao por
UV, o frasco de coleta foi colocado na calha de saida para o corpo d’agua receptor
e, para o efluente que passava pela desinfeccao por UV, o frasco foi colocado no

encanamento de saida do reator (Fig.4 a e b).

Figura 4. Saida do efluente da ETE Samambaia para o corrego Samambaia. a:
calha de lancamento do efluente, b: calha de langamento do efluente apés
desinfecg¢ao no reator de luz ultravioleta.

Todas as amostras foram colhidas quinzenalmente durante 2 anos, no
horario entre 12:30 e 14:00 horas, periodo de maior vazao da ETE Samambaia,
porém, como o tempo de permanéncia do esgoto, da entrada na ETE até o

langamento do efluente no cérrego Samambaia, € de cerca de 50 horas, as

coletas neste trabalho foram realizadas em dias diferentes, ou seja, o efluente foi
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colhido 2 dias apdés a coleta do afluente, com a finalidade de se obter o
emparelhamento das amostras.

ApOds a coleta as amostras foram levadas imediatamente para o Laboratério
de Protozoologia do Departamento de Parasitologia, Instituto de Biologia,
UNICAMP, em caixas térmicas a uma temperatura de cerca de 10°C, e

processadas no mesmo dia.

2.1. - Técnica de centrifugo-concentracao

No laboratério, as amostras do afluente foram concentradas e purificadas
de acordo com protocolo modificado de Robertson et al. (2002), como descrito a
sequir.

Em tubos de centrifuga de 15 ml, foram colocados 5 ml da amostra
previamente filtrada em peneira plastica de 1mm?, e completado com 10 ml de
solugdo de eluicao (diluigao 1:3). A seguir, foram centrifugadas a 1.500 x g durante
15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento final (com um volume
de 1,0 ml) transferido para tubos de microcentrifugagéo e mantido sob refrigeragéo

a 4oC.

2.2. - Técnica de filtracdo em membrana

Para a andlise do efluente desinfetado ou ndo com UV, as amostras foram
concentradas de acordo com protocolo modificado de Franco et al. (2001), como

descrito a seguir.
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As amostras foram filtradas em membranas de ésteres mistos de celulose,
com 47 mm de didmetro e porosidade nominal de 3 um (marca Millipore®), através
de um sistema de filtracdo com bomba e porta filtro da marca Gelman®.

Em cada amostra de efluente um volume minimo de 1.200 ml e maximo de
2.000 ml dependendo da turbidez, foi filtrado com fluxo de 1 a 4 litros/ minutos.
Apos a filtragdo, as diversas membranas foram cuidadosamente retiradas e
colocadas em placas plasticas estéreis para realizar a etapa de recuperagao de
cistos e oocistos eventualmente presentes nas amostras. Para tanto, a superficie
das membranas foi raspada por 10 minutos com alga plastica macia seguida de
lavagens manuais (por 10 minutos) com solucdo de eluicdo (Tween 80, 0,1%).
Estas lavagens foram feitas alternadamente e o liquido resultante transferido para
tubos cbnicos e concentrado por centrifugacdo (1.050 x g; 10 minutos). O
sobrenadante foi aspirado e o sedimento resultante lavado em agua destilada e
novamente submetido a centrifugagéo, nas mesmas condig¢oes.

Apds o descarte do sobrenadante, o sedimento desta segunda
centrifugacéo, foi completado até o volume de 1 ml, transferido para tubos de
microcentrifugagao e mantidos sob refrigeragdo a 4°C .

Os diversos sedimentos (do afluente e do efluente) foram posteriormente

avaliados empregando o teste de reagao de imunofluorescéncia direta (RID).

68



Material e Métodos

3- Visualizagao e enumeragao por reagao de imunofluorescéncia direta (RID)
e teste confirmatorio da morfologia dos protozoarios com corante vital DAPI
(4°, 6-diamidino-2-fenilindol)

Com a finalidade de retirar aliquotas dos sedimentos para a realizacdo da
RID, as diversas amostras foram submetidas ao protocolo de homogenizagao
segundo Redlinger et al. (2002), conforme segue.

O tubo contendo a amostra concentrada foi agitado em vortex Phoenix®
AP-56, por 2 minutos e a seguir invertido 3 vezes com o propdsito de tornar a
distribuicdo de cistos e oocistos eventualmente presentes homogénea, sendo feita
imediatamente a transferéncia de cada aliquota para o pog¢o da lamina de RID.

Para as duas metodologias, uma ou mais aliquotas de 5 ul do sedimento
final foram cuidadosamente espalhadas nos pocgos das laminas para realizacdo da
RID. Apdés secagem em temperatura ambiente, as mesmas foram fixadas com 10
ul (10 minutos) de metanol. A seguir, acrescentou-se uma gota do reagente
contendo os anticorpos monoclonais sendo as diversas preparagdes mantidas por
30 minutos em camara umida e protegidas da luz.

Foi realizada uma lavagem utilizando-se a solugéao tampéo fosfato (pH 7,5)
presente no kit Merifluor® diluida (1:20) para retirar o excesso de anticorpo. Este
procedimento foi realizado com a lamina inclinada em 45° e, sem tocar o poco
contendo as amostras. A remocado do excesso da solugdo tampao, foi realizada
com papel absorvente. Em seguida, o corante vital DAPI foi aplicado na diluigdo

de 1:2500 e mantido sobre protecéo da luz por 10 minutos.
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Apés este periodo, foram realizadas 2 lavagens com 10 ul de solugéo
tampéo fosfato (pH 7,5) de 1 minuto cada, seguida de uma lavagem com agua
destilada (10 pl/1 minuto), sempre protegida da luz.

Apos estas lavagens, as laminas ficaram em dessecador e protegidas da
luz por 1 hora e, depois deste periodo, receberam uma gota de meio de
montagem e foram cobertas com laminula.

O microscopio de epifluorescéncia para a visualizacdo da RID possui filtro
de excitacdo 450 a 490 nm e filtro de barreira de 520 nm e para visualizagdo do
DAPI filtro de excitagao 365 a 400 nm e um filtro de barreira de 395 nm.

O kit para reacao de imunofluorescéncia direta utilizado neste trabalho foi o
de marca comercial Merifluor® (Meridian Bioscience, Cincinnatti, Ohio), e o
corante vital DAPI da Sigma Chemical®, ambos validados pela Environmental
Protection Agency (EPA), dos Estados Unidos da América.

Os critérios de positividade considerados para as amostra foram: o tamanho
e o formato similares aos cistos (8 a 14 um) e oocistos (4 a 6 um) presentes na
amostra controle, o grau de fluorescéncia verde-maca brilhante predominante na
parede e mais fraca quando comparada com a fluorescéncia da parede dos cistos
e oocistos, fluorescéncia sem difusdo quando focada no microscépio e,
visualizagdo de caracteres morfolégicos como axonemas, corpos medianos e
nucleos para cistos e, numero e presenca de esporozoitos e sutura nos oocistos.
Para ambos os organismos, foram observados a auséncia de poros ou

deformidades nas extremidades.
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O corante de inclusdo DAPI, utilizado como um teste confirmatorio
morfolégico dos organismos encontrados, quando positivo para Cryptosporidium
spp., 0s oocistos que o incluem, sao observados, no microscopio, apresentando
coloracao azul-céu intensa e visualizagcdo de 1 a 4 nucleos também azuis dentro
de 1 unico oocisto. Nos cistos de Giardia spp., observa-se a coloracdo cor azul-
Ccéu nos nucleos.

Apoés a enumeracdo dos eventuais cistos e oocistos presentes nas
amostras, o calculo da estimativa do numero de cistos e oocistos /L para cada

amostra foi feito com base na férmula:

S (a)

sendo:

X = concentragao de oocistos ou cistos /L

n = numero de oocistos ou cistos visualizados na lamina
k =5 (vol. de sedimento examinado = 5 pnl)

S = volume do sedimento obtido (ul)

A = volume filtrado da amostra (L)

ApoOs a realizagdo da RID, os tubos com as amostras foram centrifugados
por 10 minutos a 1.050 x g, o sobrenadante descartado e ao sedimento resultante,
acrescentado solugédo de dicromato de potassio a 2,0 % até o volume de 1 ml e

mantidas sob refrigeracdo de 4°C. A adigdo do dicromato de potassio foi feita
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visando a conservacgao das amostras e manutencao da infectividade dos cistos e
oocistos presentes com a finalidade de possibilitar futuramente a realizacdo do

experimento de infectividade animal (item 5).

4- Experimentos-controle da metodologia de detecgao

4 1- Experimentos controle-negativos.

Os experimentos controle-negativo foram realizados para detectar possiveis
contaminagdes durante o protocolo de filtracdo em membrana. Para isto, 2 litros
de agua destilada foram filtrados empregando-se o mesmo procedimento usado
para as amostras de efluente como descrito no item 2.2. Este experimento
controle foi realizado imediatamente apds o experimento controle-positivo, descrito

abaixo.

4 .2. - Experimentos controle-positivos.

Um experimento controle-positivo foi realizado a cada 20 amostras naturais
processadas, para avaliar a sensibilidade de recuperacao de cistos e oocistos das
duas metodologias utilizadas. Cinco mililitros de afluente e 2.000 ml de efluente
foram contaminados artificialmente com uma suspensdo contendo um numero
conhecido de cistos e oocistos e, processados com as metodologias de centrifugo-
concentracgéao (item 2.1) e filtragdo em membrana (item 2.2), respectivamente.

Para a contaminacao artificial das amostras controle, com o propdsito de
estipular a dosagem a ser utilizada no experimento-controle, utilizou-se a

suspensao “controle positivo” que acompanha o kit Merifluor®. Para isso, efetuou-
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se a enumeracao de organismos presentes na suspensao, através de contagem
realizada em lamina de imunofluorescénica, obtendo-se desta forma, o numero de
cistos e oocistos em 5 pl presentes em 3 pocos da lamina, respectivamente.

A leitura destas 3 aliquotas foi feita por 3 microscopistas distintos e sem o
conhecimento prévio do resultado de cada contagem, obtendo-se a seguir, o valor
médio do numero de formas presentes na preparagao. Quando necessario e com
base no valor médio de cistos e oocistos encontrado (> 10% formas/5 ul), a
suspensdo inicial foi diluida em solugdo tampao, sendo feita uma nova
enumeracao.

Utilizou-se como indculo a dosagem média de 3,44 x 10° oocistos e 4,20 x
10 cistos, em cada experimento-controle realizado.

Cinco mililitros de afluente e 2.000 ml de efluente (amostras naturais) eram
concomitantemente analisados, para se verificar a presencga intrinseca destes
organismos nestas amostras. Em caso de positividade e considerando o calculo
da eficiéncia de recuperagdo (férmula b), o numero de cistos e oocistos
encontrados nas amostras naturais era subtraido do valor referente as formas de
resisténcia visualizadas e enumeradas nos pocos das laminas durante o
processamento das amostras inoculadas artificialmente.

Em ambos os casos, experimento-controle positivo (com afluente e efluente
contaminados artificialmente) e experimento-controle negativo (somente agua
destilada), aliquotas de 5 ul do sedimento resultante do processamento, foram

examinadas através de RID Apos enumeragédo dos organismos na lamina de RID,
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o calculo da eficiéncia de recuperacdo das metodologias foi realizado com a
férmula:

Y =Lx100 (b)
l

sendo,
Y = eficiéncia de recuperacao
r = numero de cistos e oocistos recuperados

i = numero de cistos e oocistos inoculados

5- Experimento de infectividade animal

Com o objetivo de conhecer a eficiéncia do reator de luz UV, instalado na
ETE Samambaia, em inativar cistos de Giardia spp. no esgoto tratado, realizou-se
um experimento de infectividade animal. Como oocistos de Cryptosporidium spp
foram detectados apenas em uma amostra de efluente e cistos de Giardia spp
foram frequentemente encontrados optou-se por realizar o experimento de
infectividade animal apenas para cistos de Giardia spp. Para tanto o delineamento

deste experimento foi constituido das seguintes etapas:

74



Material e Métodos

1. Sanitizagdo das amostras de efluente (tratado ou nao pela luz UV).

2. Inoculagao intragastrica das amostras de efluentes, em camundongos
linhagem BALB/c nude, mantidos em isolador, de acordo com o0s grupos
tratamento.

3. Observagcao diaria dos animais para verificar a presenca de sinais
clinicos.

4. Coleta diaria das fezes, a partir do 5° dia, até o 15° dia apds inoculacgéo.

5. Concentracdo das fezes dos animais em solugdao de sulfato de zinco,
para a pesquisa de cistos.

6. Necropsia dos animais e analise macroscopica e microscopica dos
intestinos:

6.1. Histologia do duodeno.
6.2.Confeccdo das preparagbes por aposicdo dos segmentos
intestinais e coloracéo por Giemsa.
6.3.Exame a fresco do raspado da mucosa dos segmentos intestinais
para a pesquisa de trofozoitos e, mediante coloracéo por Giemsa.
7. Analise e interpretacao dos resultados. *

*O encontro de cistos ou trofozoitos em alguma destas analises, foi
interpretado como evidencia direta do estabelecimento de uma infecgéo.
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5.1. - Grupos de tratamento

Os animais utilizados no experimento de infectividade foram divididos em 4
grupos distintos, de acordo com a amostra inoculada:

- Efluente sem desinfecgao por luz UV (EFL).

- Efluente desinfetado por luz UV (EFL+UV).

- Efluente livre de cistos de Giardia spp. (EFLF)

- Sentinela (ST).

5.2. - Critérios de escolha das amostras de efluente utilizadas no

experimento de infectividade animal.

Das amostras de efluente examinadas no periodo de maio a junho de 2004,
e que foram positivas para cistos de Giardia spp. (cerca de 7 cistos/em cada
aliquota de 5 pl), 5 foram sorteadas para o experimento de infectividade.

Outras 5 amostras de efluente, anteriormente processadas mediante a
técnica de filtragdo em membrana (item 2.2) foram também selecionadas e
constituiram o grupo controle-negativo com a finalidade de atestar a eficiéncia do
protocolo de sanitizagcdo das amostras. Para tanto, essas amostras foram
novamente submetidas a filtracdo em membrana (item 2.2) com o propésito de
tornar o filtrado deste processo, livre de cistos de Giardia spp., sendo designada
como EFLF (efluente filtrado).

Previamente a inoculacdo dos animais, as diversas amostras dos diferentes
grupos de tratamento foram sanitizadas, visando a eliminagdo de outros agentes

patogénicos eventualmente presentes no efluente da ETE Samambaia.
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5.3. - Sanitizacdo da amostra de efluente, positivo para cistos de Giardia

As diferentes amostras, mantidas em solucao de dicromato de potassio 2,0
% foram centrifugadas a 1.500 x g por 15 minutos, para promover a retirada do
fixador. Apds descarte do sobrenadante, o volume de 1 ml foi completado com
solugdo tampao fosfato estéril (0,01 mol L' — pH 7.2), o sedimento ressuspenso
no vortex e novamente centrifugado na mesma velocidade e tempo. Apdés uma
segunda lavagem, as amostras foram homogeneizadas e unidas em tubos de
centrifuga de 15 ml de volume total. Procedeu-se a nova centrifugagdo nas
mesmas condi¢des, retirou-se o sobrenadante e acrescentando solucdo tampao
fosfato salino estéril na diluicdo de 1:1.

A seguir adicionou-se o hipoclorito de sbédio 1,0 % (1:1) e apods
homogeneizag&o no vortex os tubos foram refrigerados 4° C por 60 minutos, com a
finalidade de ndo permitir o desencistamento. Na sequéncia, os tubos foram
centrifugados a 1.500 x g por 15 minutos, o sobrenadante descartado e realizadas
3 lavagens sucessivas com solugao tampéo fosfato salino estéril para retirada dos
residuos da solugao de hipoclorito de sodio.

Finalmente, procedeu-se a ultima lavagem e ao sedimento resultante,
adicionou-se solugao tampao fosfato salino estéril (1:1) sendo os tubos mantidos

sob refrigeragao (4° C) por 48 horas, até a inoculagao nos animais.
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5.4. - Inoculacdo das amostras e manutencio dos animais

Os camundongos foram colocados em caixas, individualizados por grupo,
em isolador de primeiro uso, um dia antes da inoculacdo para adaptacido
(PASSOS e ALVES, 1996).

Todo o experimento foi realizado no isolador asséptico, assim, a maravalha,
a ragdo e a agua mantidas dentro do isolador foram fornecidas pelo CEMIB
(Centro Multidisciplinar de Investigacao Bioldgica), autoclavadas.

Dentro do isolador, cada animal (com exce¢do do animal sentinela) foi
inoculado intragastricamente com 10 ul de cada amostra (EFL, EFL+UV e EFLF).

Camundongos fémeas da linhagem BABL/c nude com idade variando entre
3 e 4 semanas, foram obtidos do CEMIB desta Universidade, sendo os animais
distribuidos em 4 grupos de tratamento distintos de acordo com a amostra
inoculada:

a) EFL: n = 3;

b) EFL+UV: n = 3;

c) EFLF: n =2;

d)ST:n=1.

Foram inoculados 10 pl de amostra em cada animal, o que resultou na dose
de 17,2 cistos (EFL+UV) e 11,6 cistos (EFL). Estas dosagens foram estimadas
com base no numero observado, previamente, em 5 ul de amostra, obtidos

durante a leitura da Iamina de RID (item 3).
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As fezes dos animais coletadas foram colocadas em tubos de
microcentrifugagdo e conservadas em dicromato de potassio 2,0 % para serem
concentradas posteriormente e observada a eliminacdo ou n&o, de cistos.

Todo o material utilizado para a coleta diaria das fezes (tubos, frasco com
dicromato de potassio, pipetas Pasteur, tesoura, canetas, etc.), foi previamente
desinfetado com acido peracético diluido em agua (1:2) por 30 minutos, no porto
de passagem do isolador. Ao final do experimento de infectividade, todo o isolador
foi desinfetado com &acido peracético (1:1) por 30 minutos. O animal sentinela,
introduzido junto com os animais tratados, foi utilizado como paréametro para a
auséncia de possiveis patdgenos dentro do isolador.

O protocolo deste experimento de infectividade foi submetido para a
Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal / CEEA-IB-UNICAMP (protocolo
909-1), e aprovado por estar de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagcdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao

(COBEA).

5.5. - Necrépsia e analise macroscoépica e microscopica dos intestinos

No décimo quinto dia apds a inoculagao, todos os animais foram mortos por
deslocamento cervical.

O intestino delgado (duodeno e ileo) de cada camundongo foi removido e
colocado em placa de Petri com solugdo de PBS e mantidos em estufa a 37°C. O
primeiro centimetro do duodeno foi cortado e fixado em conservante de Raillet-

Henry para a confecgéo dos cortes histologicos.
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Individualmente, o restante do intestino de cada animal, era retirado da
estufa e analisado pelas seguintes técnicas:

1) apds corte longitudinal, o intestino foi invertido e suavemente passado
em papel de filtro para retirada do excesso de fezes. Em seguida, efetuaram-se
preparagdes por aposi¢cao, em laminas limpas e secagem a temperatura ambiente.
Apods fixacdo com metanol por 5 minutos, as laminas foram coradas com Giemsa
(1:10) por 30 minutos, lavados em agua corrente e deixados a temperatura
ambiente para secar. A preparacdo foi recoberta com laminula tendo-se
adicionado uma gota do meio de montagem Cytoseal®, para posterior analise.
Foram confeccionadas 2 laminas para cada animal.

2) raspado e lavado com solugédo tampéo fosfato salina estéril e transferido
para lamina, sendo observado a fresco ou ainda, corado com Giemsa (1:10). Em
ambas as preparagdes, objetivou-se a pesquisa de trofozoitos.

3) cortado em pequenos pedagos e com solugdo tampao fosfato salino
estéril levado ao vértex por 3 minutos, transferido para uma lamina limpa, corado

com Giemsa (1:10) e observado na procura de trofozoitos.

5.6. - Concentracio das fezes

As fezes dos diversos animais foram analisadas para se verificar a
presenca de cistos, utilizando a metodologia de flutuacdo em sulfato de zinco,
segundo protocolo de Faust et al. (1939), descrito abaixo.

Os tubos contendo as fezes foram centrifugados a 1.500 x g por 5 minutos

para retirada da solugdo de dicromato de potassio. Apds lavagem com agua

80



Material e Métodos

destilada, a amostra de fezes foi transferida para tubos de centrifuga, acrescida de
agua destilada. Apés 3 lavagens ( 650 x g por 5 minutos), foram adicionados 3 ml
de solucéo de sulfato de zinco (d = 1,2), centrifugado a 145 x g por 3 minutos.
Apos transferéncia da amostra para uma lamina e coloragdo com Lugol foi feita

avaliacio para a busca de cistos.

5.7. - Cortes histoldgicos: preparacdo das pecas

Apds remocgédo da solugdo de Raillet-Henry, o duodeno dos animais foi
submetido a lavagem em agua corrente por 30 minutos. Depois, foram colocados
em desidratacao seriada com alcool 70,0, 80,0 e 90,0 %, respectivamente, por 15
minutos e, em alcool absoluto por 30 minutos, fazendo por 3 vezes a troca de
alcool ao final de cada periodo. Finalmente, as preparagdes foram submersas em
alcool e xilol na proporgao de 1:1, por 15 minutos, sendo em seguida realizado 2
banhos em xilol por 15 minutos.

Apos desidratacdo, as pegas foram impregnadas em solugdo de xilol e
parafina (1:1), por 30 minutos e a seguir, submersas em parafina liquida e
acondicionadas em estufa a 56° C por 24 horas, para posterior realizagcdo dos

cortes histolégicos.

5.8. - Cortes histoldgicos: corte das pecas e coloracido das laminas

Os blocos de parafina contendo o duodeno dos animais foram cortados em
micrétomo com 5 uym de espessura e, em seguida, colocados sobre as laminas;

tendo-se adicionado uma gota de alcool 70,0 % e levados ao banho-maria por 1
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minuto sendo em seguida transferidos para laminas forradas com albumina
glicerinada e levadas a estufa a 37°C.

Apds secagem, procedeu-se a desparafinizagdo dos cortes (com banhos
em xilol e Aalcool absoluto) e, a coloragdo por hematoxilina de Ebhrlich,
diferenciados com acido cloridrico e corados com eosina. Depois de lavagens com
alcool e xilol, a lamina foi entdo montada com uma gota do meio de montagem

Cytoseal®.

6- Analise dos dados
A eficiéncia do processo de lodo ativado em remover oocistos de
Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp foi considerada em funcdo da

formula:

ER=n-k (c)

onde:
ER = eficiéncia de remocgao
n = numero de oocistos e cistos observados no afluente

k = nimero de oocistos e cistos observados no efluente

O Teste t de Student foi utilizado para a comparagdo do numero médio de
oocistos e cistos encontrados nas amostras de afluente e efluente e, nas amostras

de efluente (EFL) e efluente desinfetado por UV (EFL+UV), assim como para
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analise dos resultados do experimento de infectividade animal. Para isto, utilizou-

se 0 programa BioEstat® versao 2.0.
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Resultados

Os resultados sao apresentados em dois capitulos, como segue:

- Capitulo 1: Evaluation of activated sludge treatment and the efficiency of the
disinfection of Giardia spp cysts and Cryptosporidium oocysts by UV at sludge
treatment plant in Campinas, south east of Brazil. (artigo publicado no periédico

Water Sci. Technol. 54 (3): 89-94, 2006).

- Capitulo 2: Infectividade de Giardia spp. em camundongos BALB/c nude,

inoculados com cistos obtidos de efluente de esgoto desinfetado por luz UV (artigo

submetido ao J. Water and Health).
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Evaluation of activated sludge treatment and the
efficiency of the disinfection of Giardia species cysts
and Cryptosporidium oocysts by UV at a sludge
treatment plant in Campinas, south-east Brazil

R. Cantusio Neto***, J.U. Santos* and R.M.B. Franco*
*Laboratory of Protozoology, Dept of Parasitology, University of Campinas (UNICAMP), Campinas, SP, Brazil

**Laboratory of Microbiology, Society for Water Supply and Sanitation (SANASA), Campinas, Sao Paulo,
Brazil (E-mail: microbiologia@sanasa.com.br)

Abstract Among many waterborne diseases the giardiasis and cryptosporidiosis are of particular public
health interest, because Giardia cysts and Cryptosporidium oocysts can persist for long periods in the
environment, and both pathogenic protozoa have been implicated as the cause of many outbreaks of
gastroenteritis in the last 25 years. In order to evaluate the efficiency of cysts and oocysts’ removal by the
activated sludge process, and by UV reactor in inactivating cysts and oocysts in one wastewater treatment
plant (WWTP) of Campinas, three sampling points were selected for study: (1) influent, (2) treated effluent
without UV disinfection and (3) treated effluent with UV disinfection. Giardia spp. cysts prevailed with higher
density in the three different sample types. Cryptosporidium spp. oocysts were observed in only two
samples of influent and just one sample of treated sewage with UV disinfection. In the animal infectivity
assay for Giardia spp, one mouse of the UV treated group revealed trophozoites in intestinal scrapings.

The results of the present study indicate that treatment by activated sludge process delivered a reduction of
98.9% of cysts and 99.7% of oocysts and UV disinfection was not completely efficient regarding the
inactivation of Giardia cysts in the case of the WWTP studied.

Keywords Brazil; cysts; infectivity; oocysts; UV; wastewater

Introduction
Currently, water quality is of great concern in several countries worldwide due to its scar-
city and the possibility of contamination by a wide range of pathogenic organisms
(viruses, bacteria or protozoa) that may pose a health hazard to the human population
(Craun and Via, 1998). During 1971-1994, 740 waterborne outbreaks occurred in the
United States; protozoa were the most frequently identified cause of these outbreaks
(20%) and illness (78%). In this respect, giardiasis is today the most frequently diagnosed
waterborne disease (Thompson, 2004) and along with Cryptosporidium is the major pub-
lic health concern in water utilities in developed and developing nations.

In Brazil, the census of IBGE (IBGE, 2000) noted that only 20% of municipalities col-
lect and treat sewage before discharging it into the environment, which is a major source
of parasites.

Materials and methods
The Samambaia wastewater treatment plant (WWTP) uses a conventional sewage treat-
ment system based on screening, aeration and biological oxidation through activated
sludge, secondary clarification and disinfection of the secondary effluent with a dose of
25-30 mJ/cm? (medium-pressure UV) and an outflow of 7 L/sec.

In order to evaluate the efficiency of cysts and oocysts’ removal by the activated sludge
process, three sampling points were selected: (1) influent, (2) treated effluent without UV
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disinfection and (3) treated effluent with UV disinfection. During two years, samples
(influent: n = 53; treated effluent without UV disinfection: n = 53; treated effluent with UV
disinfection: n = 38) were collected once in two weeks.

Efficiency of activated sludge in removing cysts and oocysts

To evaluate the removal efficiency of the activated sludge process the difference between
the number of cysts and oocysts present in the influent and in the effluent samples
was considered. Consequently, a parasitological analysis of the influent samples was
performed in accordance with Robertson er al. (2000), with minor modifications. After
centrifugation (1,500 X g; 15 min) the supernatant was discharged and the resultant pellet
was analysed for the presence of cysts and oocysts. Effluent samples (1,200—-2,000 mL,
following disinfection with UV or not) were examined after cellulose esters membrane
filtration (porosity of 3 wm; diameter of 47 mm — Millipore®). Each membrane was
submitted to sample elution by alternately scraping the membrane with a smooth-edged
plastic loop and rinsing with elution solution. The obtained solution was centrifuged at
1,050 X g for 10min and the concentrated pellet was washed and centrifuged again
(Franco et al., 2001). The density of Giardia cysts and Cryptosporidium oocysts in both
samples was determined by fluorescent monoclonal antibody tests (IFA) (kit Merifluor® —
Meridian Bioscience, Cincinnati, OH, USA) according to the manufacturer’s instructions.
The samples were then kept in 2% potassium dichromate solution. Positive and
negative control trials were performed to evaluate methodology sensitivity and
any contamination of the equipment used. Giardia and Cryptosporidium suspensions
provided in the Merifluor kit as positive staining controls were pooled for use in control
spiking. For this purpose, the estimated number of oocysts/cysts was calculated by the
following formula:

x = [No. of (00)cysts X 10%)/[vol. of sample in well]

X [vol. of pellet (1 mL)]/[vol. of sample (mL)]

Animal infectivity assay

Since oocysts of Cryptosporidium spp. were detected in only one effluent sample, we
chose to evaluate the infectivity of Giardia spp. cysts. Groups of 3-4-week-old female
BABL/c nude immunodeficient mice (lineage Pasteur) were purchased from CEMIB
(Multidisciplinary Centre for Biological Investigation — UNICAMP), which ensured that
mice were free from all possible protozoan infections. The animals were allocated four
treatment groups in accordance with the inoculum: (1) treated effluent with UV disinfec-
tion (n = 3); (2) treated effluent without UV disinfection (n = 3); (3) effluent treated and
filtered in cellulose esters membrane (porosity 3 wm) and thus presumably Giardia spp.
cysts-free (n = 2); (4) sentinel animal — not inoculated (n = 1). In order to prevent unde-
sirable microbial infection of these animals, previously to inoculation all samples were
sanitised with sodium hypochlorite at 1% (60 min; 4 °C) and the bleach was washed out.
Each mouse (with the exception of the sentinel) was inoculated via intragastric with a
mean dosage of 14 cysts/10 pL. The number of cysts in samples was determined by IFA.
Mice were kept in isolation in new cages. From day 5-15p.i., all animals had their
faeces collected in 2% potassium dichromate solution. These faeces were assayed by zinc
flotation (specific gravity = 1.2) for the presence of cysts. On day 15p.i. all animals
were anaesthetised and necropsied. The small intestine of each mouse was removed and
placed in a Petri dish containing PBS solution. The mucosal scrapings of upper duode-
num and ileum were stained by Giemsa for the presence of trophozoites. Wet mounts



of intestinal contents were also examined for trophozoites. Mice were recorded as
Giardia-infected if cysts or trophozoites were found in faecal specimens and positive
Giemsa staining of intestinal scrapings, respectively.

Statistical analysis
Student’s -test with a p-value <0.005 was used to analyse the data.

Results and discussion

With regards to the efficiency of recovery rates of cysts and oocysts (Table 1) achievable
by the different methodologies used in this study, the recovery above 100% for Giardia
cysts was attributed to a great inherent variation associated with the preparation by
dilution of the cysts and oocysts seeded suspension (Lindquist et al., 1999). The result of
the control trial designed for evaluating any contamination in the equipment used for
membrane filtration was negative.

Giardia spp. cysts were found in 90.5% of the influent samples (mean: 1.0 X 10°
cysts/L = 8.7), in 96.2% of effluent not treated by UV-light samples (mean: 1.1 X 10°
cysts/L = 1.0) and in 94.7% of UV-treated effluent samples (mean: 1.1 X 10’
cysts/L £ 1.0). Cryptosporidium spp. oocysts were detected in only 6.4% of the raw
wastewater samples (mean: 6.0 X 10* oocysts/L £ 2.8) and in one sample of UV-treated
effluent (1.6 X 10> oocysts/L). Although both parasites were found in this study, Giardia
spp. prevailed in all samples with higher density than Cryptosporidium (Figure 1). Our
results are similar to those of Briancesco and Bonadonna (2005), who also found variable
protozoa concentration in wastewater samples.

Many factors are involved in the environmental ecology of cryptosporidiosis and the
climate is considered to be one of the main ones; this infection exhibits a distinct season-
ality in Brazil associated with the rainy season (Rose et al., 2002). Besides, the occur-
rence of Cryptosporidium in surface natural waters is low in this country (Franco et al.,
2001; Hachich et al., 2004). Further, there are some difficulties related to the detection of
these protozoa in sewage samples because of their rich variety of microorganisms, their
complex organic and inorganic composition, and additionally, the lack of a standard
methodology for concentration of cysts and oocysts in wastewater samples. It should be
noted that cryptosporidial oocysts exhibit a great tendency to adhere to particulate matter
(Medema et al., 1998), usually present in these samples, which also would explain the
low percentage of positive samples for Cryptosporidium in this study.

When evaluating two procedures for detecting Cryptosporidium and Giardia in
sewage samples (ether clarification vs. saturated sucrose flotation), Santos et al. (2004)
found a significant difference (p = 0.05) between the two protocols in respect to the
recovery of Giardia spp. cysts in favour of the ether clarification; the same did not occur
for Cryptosporidium oocysts.

Enumerations of Giardia spp. cysts in the influent and the effluent samples indicated
that in this study the activated sludge treatment reached a removal rate of 98.9% for the
cysts initially present in raw sewage, while for Cryptosporidium spp. oocysts the removal

Table 1 The efficiency of recovery of cysts and oocysts by the different methodologies used in this study

Microorganism Methodologies

Membrane filtration Centrifugal concentration

Giardia spp. 58.8% 124.0%
Cryptosporidium spp. 26.6% 65.8%
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Figure 1 Average cysts of Giardia spp. recovered for wastewater samples in wastewater treatment plant in
Brazil, during two years
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rate was 99.7% (Figure 1). Considering both protozoa, the treatment’s effect was statisti-
cally significant (P < 0.005) between the Samambaia WWTP influent and effluent
samples (without being statistically significant (P < 0.005) between samples of effluent
UV treated or not). Data extracted from the literature show that the efficiency of activated
sludge in removal of these protozoa is variable: Payment et al. (2001) registered a rate of
Giardia cysts removal of 74.0% and Maturama et al. (1992) reported a Cryptosporidium
oocysts removal efficiency of 84.0%.

Despite a high removal rate attained in this study (98.9%), a portion of the Giardia
spp. cysts reached the environment by means of discharge of WWTP Samambaia-treated
effluent into the Pinheiros streams and from this to the Atibaia river. For this reason, it
was the purpose of this study to assess whether cysts exposed to treatment with UV radi-
ation would be capable of retaining their infectivity, given the risks to public health.
Thus, we chose to perform an animal infectivity assay because it is now well established
that vital dyes (such as 4,6-diamidino-2-phenylindole and propidium iodide) or in vitro
excystation cannot be relied upon to estimate cyst infectivity accurately post-UV treat-
ment; thus the former test using a suitable host model should be considered as the best
method to determine inactivation levels (Betancourt and Rose, 2004).

In this study, intragastric inoculation of Giardia cysts (recovered from effluent treated
or not by UV light) in mice resulted in the release of cysts in the faeces of six animals,
detected on days 5-15p.i. corresponding to the post-inoculation period where other
researchers have identified a peak cyst excretion (Garcia et al., 2002). The cyst counts
were variable (data not shown). One mouse inoculated with effluent treated by UV radi-
ation that shed cysts in the faeces also had trophozoites observed in intestinal scraping
specimens; this fact was interpreted as direct evidence of the establishment of a patent
infection. The animals of effluent treated and filtered group and of the sentinel group did
not present infection (Table 2).

Ultraviolet radiation has been widely used in the USA as a microorganism reduction
technology for wastewater effluent, mainly for reduction of faecal coliform bacteria

Table 2 Presence of cysts in faeces and trophozoites in intestinal scrapings of mouse infectivity for
determining Giardia spp. cysts' inactivation by UV light

Groups Presence of cysts Presence of trophozoites
Effluent + UV? +°(3/3) + (1/3)
Effluent — UV® + (3/3) - (0/3)
Effluent filtrated (control group) —d(0/3) — (0/3)
Sentinel — (0/3) — (0/3)

Note: ® = effluent treated by UV. ® = effluent not treated by UV. © = positive. ¢ = negative



(Belosevic et al., 2001). Little is known about inactivation of Giardia spp. cysts by UV
disinfection in wastewater. Jolis et al. (2001) observed that coliform inactivation rates
decreased with the increase of particles greater than 7 wm in suspension in the secondary
effluent.

When evaluating the influence of wastewater quality on the UV disinfection perform-
ance, in effluent samples presenting suspended solids (around 5-36 mg/L) and turbidity
(around 2-44 NTU) the necessary dose for disinfecting this sample was 160 mJ/cm?, 10
times higher than that needed for high-quality effluent samples (<2-3 mg/L and 0.7-1.2
NTU) (Savoye et al., 2001).

Amoah et al. (2005) found that the addition of particulate matter was correlated with
a statistically significant reduction in C. parvum and G. muris inactivation of 0.8log;q
and 0.4logo, respectively, even after the fluence was adjusted for increased absorbance
due to the presence of particles. These results indicate that the particulate matter present
in natural surface waters may interact with oocysts and cysts and thereby result in a
reduction in UV inactivation over and above that attributable to simple absorbance.

Various parameters affect UV radiation performance: differences in output among
different types of UV lamps, reactor designs, and chiefly the inability to measure the
lamp dose in practice (Betancourt and Rose, 2004); on the other hand, characteristics of
the liquid to be disinfected, such as turbidity and concentration of solids in suspension,
are considered significant parameters for disinfections (Darby et al., 1993).

In this investigation, the degree of solids in suspension and turbidity showed that the
effluent quality was highly variable throughout the study period (Table 3). The reactiva-
tion of pathogenic protozoa is a controversial matter with respect to UV treatment
efficiency. It is well established that the primary mechanism responsible for cell injury
and loss of infectivity by UV radiation is damage to the structure and function of DNA;
while Belosevic et al. (2001) reported that there exists an inverse relationship between
the applied dose and the ability of an organism to repair its damaged DNA, when
studying a variety of conditions for the reactivation, Rochelle et al. (2005) concluded that
there is currently no evidence that UV-exposed Cryptosporidium oocysts can repair their
DNA sufficiently to regain pre-exposure levels of infectivity. Although the hypothesis of
that reactivation may have occurred, we believe that the results obtained in this study
were due to the operating conditions present in the WWTP: flow rate (14—15L/sec when
this UV reactor is designed for a flow rate of 7 L/sec) and effluent quality (some samples
attain a turbidity value of 25 NTU instead of <2 NTU and solids in suspension reached
34mg/lL. when <10mg/L is recommended) (Darby et al, 1993). To the authors’
knowledge there are no data in Brazil about the efficiency of Giardia cysts’ inactivation,
post-UV treatment, by means of animal infectivity assay. It is noteworthy that this study
was conducted in real scale and therefore subject to the variations of the operational
conditions of a WWTP.

Table 3 Data of effluent quality (turbidity and solids in suspensions) of wastewater treatment plant
Samambaia, Campinas/SP, Brazil, during two years

Quality parameter

First year Second year
Turbidity (NTU) SS? (mg/L) Turbidity (NTU) SS (mg/L)
Mean 5.72 8.87 6.34 13.65
Minimal 1.75 2.00 2.00 13.00
Maximal 25.10 34.00 18.44 21.00

Note: = solids in suspension
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Conclusions

The results of our studies suggest that: (1) the treatment of activated sludge promoted a
reduction of cysts of Giardia spp. (98.9%) and oocysts of Cryptosporidium spp. (99.7%)
when the influent and effluent samples were compared; (2) trophozoites were observed in
the intestinal scrapings of one mouse which provide direct evidence that the efficiency of
inactivation of cysts of Giardia spp., post-UV treatment, in the field conditions of the
WWTP studied, was not complete.
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Capitulo 2:

Infectividade de Giardia spp. em camundongos BALB/c nude, inoculados
com cistos obtidos de efluente de esgoto desinfetado por luz UV (J. Water

Health, a ser submetido) .

*As referéncias em cada capitulo sao apresentadas de acordo com as normas das revistas em
questao
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Infectividade de Giardia spp. em camundongos BALB/c nude, inoculados

com cistos obtidos de efluente de esgoto desinfetado por luz UV

Resumo

Giardia spp. € um protozoario que causa gastroenterite no homem e outros
animais e € muito comum nos paises em desenvolvimento. Em funcédo de seu
grande potencial de veiculagdo hidrica, nas ultimas décadas, muitos surtos
epidémicos tém sido registrados no mundo e, o esgoto doméstico foi a fonte de
contaminagao dos mananciais, na maior parte deles. Na cidade de Campinas/SP a
giardiose € endémica, e este patégeno é detectado em altas concentragdes tanto
no esgoto bruto como no tratado. Cistos recuperados do efluente de esgoto de
uma Estagdo de Tratamento de Campinas, cujo tratamento é feito em nivel
secundario pelo processo do lodo ativado, foram avaliados quanto a sua
infectividade. Para isso, camundongos BALB/c nude foram inoculados
intragastricamente com cistos de Giardia spp. desinfetados ou néo por luz UV.
Todos os animais inoculados com cistos desinfetados pela luz UV desenvolveram
a infecgdo, apresentando um padréao de eliminagao de cistos semelhante ao dos
animais inoculados com cistos sem a desinfecgdo por luz UV, porém, com uma
concentracdo inferior. Além dos cistos nas fezes, trofozoitos também foram
observados nos cortes histolégicos feito com o duodeno dos animais de ambos os

grupos.
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Introducgao

Giardia spp. € um parasito que causa gastroenterite no homem e outros
animais, possui uma forma de resisténcia ambiental (cistos) que é frequentemente
detectada em amostras de esgoto em altas concentracdes: 10° a 10* cistos/litro
(Carey et al., 2004, Santos et al., 2004).

Este protozoario tem sido associado a numerosos surtos epidémicos de
veiculacdo hidrica nas ultimas décadas em varios paises, sendo considerado
atualmente um sério problema de saude publica (Linden et al., 2002). Giardia spp.
foi responsavel por 132 surtos epidémicos de veiculagao hidrica que ocorreram na
América do Norte e Europa (Karanis et al., 2007). Na Noruega, 1.500 pessoas
foram acometidas pela infeccdo, sendo considerado o maior surto epidémico de
giardiose ja registrado, sendo que a transmissao dos cistos ocorreu via agua
distribuida a populagcdo e o esgoto foi considerado a provavel fonte de
contaminacgao do manancial de onde a agua era captada (Robertson et al., 2006a
e b).

Um surto epidémico de giardiose envolvendo dois modos de transmissao foi
registrado em Boston (EUA): um grupo de criangas se contaminou inicialmente
pelo contato com aguas recreacionais. A partir destas criangas, um segundo modo
de transmissao ocorreu: a forma inter-perssoal, assim, esta infecgdo se propagou
com casos secundarios, atingindo os familiares e as pessoas da comunidade que
tinham relagdo com as criangas (Katz et al., 2006).

Os processos convencionais de tratamento de esgoto promovem taxas

variaveis de remocgao deste patégeno, que vao de 26,0 a 99,0 % porém, nao
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ocorre a total remogao de cistos de Giardia spp. que, presentes no efluente do
esgoto, alcangam o ambiente a partir do copo receptor da Estacdo de Tratamento
de Esgoto (ETE) e, nem sempre as ETE aplicam um processo de desinfecgao do
efluente antes do langamento. Além disso, cistos de Giardia spp. sao resistentes
aos processos de cloragdo normalmente usados pelas estagdes o que agrava este
problema (Linden et al., 2002). Em fungdo desta resisténcia, uma variedade de
alternativas a desinfecgao por cloracdo esta sendo pesquisada e a radiacido por
luz ultravioleta (UV) tem recebido muita atengcdo principalmente por ter
reconhecido poder de inativagao de Giardia spp. e de Cryptosporidium spp., outro
importante patdgeno de veiculagao hidrica (Rochelle et al., 2004). A radiagao pela
luz UV apresenta ainda as vantagens de ser um processo fisico, sem adi¢cao de
produtos quimicos e nao gerar subprodutos, como o que ocorre com a
desinfecgao por cloragdo gasosa e ozonizagdo (Andreadakis et al., 1999, Hassen
et al., 2000).

Assim, uma vez no ambiente, a presenca de cistos num manancial
representa um risco potencial a saude publica sendo necessario o monitoramento
da eficiéncia dos processos de desinfecgao em inativar este patégeno. A eficiéncia
do processo de desinfecgdo de agua e esgoto por luz UV tem sido avaliada por
métodos como excistacdo in vitro, corantes fluorogéncios vitais (DAPI e PIl) que,
de uma maneira geral, subestimam a eficiéncia destes processos (Craik et al.,
2000; Jarmey-Swan et al., 2000; Neuman et al.,, 2000) e, ndo apresentam
correlagado com o cultivo celular e infectividade animal (Kato & Bowman, 2002).

Atualmente, apenas os métodos de cultivo celular e infectividade animal
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sdo considerados validos para inferir a eficiéncia de desinfecgao, isto porque
somente estas metodologias permitem observar o desenvolvimento completo do
ciclo de vida do parasito. Porém, como Giardia spp. € um protozoario extracelular,
que se aloja no lumen intestinal do hospedeiro, o cultivo celular ndo € uma
metodologia de escolha para ele. Assim, o experimento de infectividade em animal
€ a Unica maneira de avaliar a infectividade deste importante e comum parasito de
veiculacdo hidrica. No presente estudo, foi avaliado o padrdo de eliminagao de
cistos e presenca de trofozoitos, em animais inoculados com baixa dose de cistos
que foram obtidos de amostras de efluente de esgoto (desinfetado ou nao pela luz
UV). Embora todos os animais inoculados com efluente tenham desenvolvido a
infeccao e, apresentado um padrdao semelhante de eliminagéo de cistos, de uma
forma geral, a infecgdo se mostrou mais branda no grupo de animais inoculados

com os cistos que foram desinfetados pela luz UV.

Material e Métodos

A Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE) Samambaia esta localizada a
sudeste de cidade de Campinas/SP (latitude sul: 22°56°00” longitude w.Gr.
47°00°00”) e trata aproximadamente 70 litros de esgoto doméstico/s pelo sistema
de lodos ativados, que promove um tratamento em nivel secundario. Neste tipo de
tratamento, apds a digestdo aerdbia da matéria organica presente no esgoto bruto,
ocorre a formacéo de flocos que sé&o separados por gravidade, em tanques de
decantacédo e, a parte liquida resultante € o esgoto tratado (efluente), que é

langado no corpo hidrico sem desinfeccdo prévia. Porém, em carater
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experimental, mas operando em escala real, um reator In-Line 250 Sistema de
desinfeccao de liquidos por UV- Alta intensidade (Germetec UV & IR Technology
Ltda®), foi instalado na ETE e desinfeta o efluente com uma dose de 25 a 30
mJ/cm? (lampada UV de média pressdo), e um fluxo de 14 a 15 litros de
efluente/s. Durante 2 anos, dois litros do efluente desinfetado pela luz UV e do
efluente previamente a desinfec¢ao foram coletados quinzenalmente na estacgao,

levados ao laboratério e processados no mesmo dia.

Concentragdo e sanitizagdo das amostras de efluente

As amostras foram filtradas em membranas de ésteres de celulose
(porosidade de 3 pm; didmetro de 47 mm - Millipore®) e, cada membrana foi
eluida por raspagem com algas plasticas e macias alternadas com lavagens com
solucao de eluicado e o liquido resultante, concentrado de acordo com o protocolo
de Franco et al. (2001). A densidade de cistos de Giardia spp. foi determinada
pela visualizagdo com reacédo de imunofluorescéncia direta (RID) (kit Merifluor® -
Meridian Bioscience, Cincinnati, Ohio), e realizado um teste confirmatério da
morfologia com corante vital DAPI (4’, 6-diamidino-2-phenylindol).

As amostras de efluente, positivas para cistos de Giardia spp., foram
higienizadas previamente a inoculagdo nos animais, com hipoclorito de sédio a 1,0

% (60 minutos; 4°C) e, apos este periodo, lavadas com agua destilada.

Experimento de infectividade em animal

Grupos de fémeas de camundongo da linhagem BALB/c nude com idade de
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3 a 4 semanas foram monitorizados pelo Laboratério de Controle de Qualidade
Sanitaria do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biologica (CEMIB/
UNICAMP), conforme metodologia descrita por Gilioli et al. (1996) e Gilioli et al.
(2000). A mutacao natural recessiva nude, descrita inicialmente por causar perda
de pelos, com pequena sobrevida e baixa fertiidade, em camundongos
homozigotos apresentam também um tipo rudimentar que acarreta redugao no

numero de linfocitos induzindo a uma grande susceptibilidade as infecgoes.

Os animais foram alocados em 4 grupos de acordo com o indculo: i)
efluente desinfetado por luz UV (EFL+UV; n = 3); ii) efluente sem desinfecgéo por
UV (EFL; n = 3); iii) efluente filtrado em membrana de ésteres de celulose
(porosidade 3 um) e portanto livre de cistos de Giardia spp. (EFLF; n = 2) e iv)

animal sentinela — controle negativo, que ndo recebeu nenhum inéculo (ST; n = 1).

Todos os animais (com excegado do sentinela) foram inoculados intra-
gastricamente com uma dose média de 14 cistos/10 pl; niumero determinado
previamente por RID.

Os animais foram colocados em caixas individualizadas um dia antes da
inoculacdo das amostras e mantidos em isolador confeccionado, testado e
esterilizado exclusivamente para esta pesquisa. Foram observados durante os 15
dias de experimento e, do 5° ao 15° dia apds a inoculacéo, as fezes de todos os
animais, foram diariamente coletadas e mantidas em dicromato de potassio a 2,0
%. A pesquisa de cistos e trofozoitos foi realizada por analise a fresco das fezes e
do conteudo intestinal e, por confecgdo em laminas coradas com Giemsa e por
cortes histoldgicos de acordo com Cantusio Neto et al., (2006). A quantificagao do
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numero de cistos pelo volume de fezes foi feita pela observagao direta das formas
parasitarias presentes em aliquotas de 10 pl com auxilio de micropipeta, do

menisco positivo resultante da flutuagcédo das fezes em solugao de sulfato de zinco.

A observacao de cistos ou trofozoitos de Giardia spp. em qualquer uma das
amostras analisadas apds a necropsia dos animais foi interpretada como

evidencia direta de infeccao.

A analise estatistica de comparacdo das médias foi realizada mediante o
emprego do teste t de Student. O protocolo deste experimento de infectividade foi
submetido e aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal

(CEEA), Instituto de Biologia-UNICAMP, sob o n° 909-1.

Resultados

Nao foi observado nenhum sinal clinico da doenca, como diarréia, nos
animais de todos os grupos inoculados incluindo o animal sentinela, durante os 15
dias de experimento. A analise a fresco do raspado intestinal de todos os animais
realizada no mesmo dia da necropsia foi negativa para a presencga de trofozoito de

Giardia spp.

Nao foram detectados cistos nas fezes dos animais inoculados com
efluente filtrado em membrana com porosidade de 3 um (EFLF) e nas fezes do
animal sentinela (ST). Os resultados negativos no grupo de animais EFLF atestam
a higienizagao realizada nas amostras de esgoto tratado previamente a inoculagao

nos animais e, a auséncia de cistos no animal ST indica que nao houve
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contaminacgao dentro do isolador.

Os animais do grupo inoculado com efluente desinfetado por luz UV
(EFL+UV) eliminaram cistos nas fezes do 5° dia ao 11° dia apds a inoculagao. Do
12° dia até o final do experimento, nenhum cisto foi observado nas fezes desses
animais. Os animais do grupo que receberam cistos do efluente nao desinfetado
pela luz UV (EFL) iniciaram a eliminagao de cistos nas fezes também a partir do 5°

dia apds inoculagéo, porém, esta persistiu até o final do experimento (Fig.1).

—e—EFL —m— EFL+UV ‘

50 -
40 -
30 -
20 -

10

Estimativa média de cistos/ 0,5 gr de
fezes

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Dias ap6s a inoculagao

Figura 1. Estimativa média do numero de cistos observados nas fezes dos 3
animais de cada grupo, colhidas do 5° dia ao 15° dia apés a inoculagao.

Analisando os resultados nota-se um padrao similar de eliminagao de cistos
nas fezes dos animais BABL/c nude para os grupos EFL e EFL+UV, iniciada a
partir do 5° dia apds a inoculagado, porém, com diferenga estatistica significativa
entre elas (p < 0,001), sendo que um menor numero de cistos foi eliminado pelos
animais inoculados com cistos irradiados pela luz UV. Este padrao foi

caracterizado por uma variagdo de aumento e queda no numero de cistos
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eliminados, ao longo de todo o experimento.

Os animais do grupo EFL eliminaram em média de 36,7 cistos/dia (variando
de 8,3 a 41,6 cistos/dia) durante os 15 dias de experimento, com um maior
numero de cistos eliminados no 13° dia. O grupo de animais EFL+UV eliminou em
média 16,6 cistos/ dia (variacao de 8,3 a 33,3 cistos/dia), com numero maximo de

cistos eliminados no 11° dia.

As laminas confeccionadas por aposi¢ao do duodeno/ileo dos animais dos
grupos EFLF e ST, ndo foram positivas para trofozoito. Nos grupos inoculados
com cistos, trofozoitos foram observados (Tab.1), sendo que em um animal do
grupo EFL+UV, além de trofozoitos foram observados também cistos nas laminas

de aposicao (Fig. 2).

Tabela 1. Presenca de cistos e trofozoitos nas fezes e em diferentes preparagoes
realizadas a partir do jejuno e ileo de camundongos inoculados com cistos de
Giardia spp., obtidos de esgoto tratado e desinfetado (ou ndo) pela luz UV.

Grupos Cistos Cistos Trofozoitos Trofozoitos
(fezes) (aposicao) (aposigao) (corte histolégico)
Efluente+ UV® +°(3/3) +(1/3) +(1/3) +(3/3)
Efluente® + (3/3) -9(0/3) +(2/3) +(3/3)
Efluente filtrado - (0/2) - (0/2) - (0/2) - (0/2)
Sentinela - (0/1) - (0/1) - (0/1) - (0/1)

2= efluente desinfetado por UV. ° = efluente sem desinfecgao por UV. © = positivo. ¢ = negativo.
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Figura 2. Giardia spp. a: cisto observado em |admina de aposicdo do ileo,
coloragéo por Giemsa (1.000x) b: trofozoito observado em corte histolégico

realizado com o duodeno (1.000x).

A variabilidade intraespecifica da susceptibilidade dos animais utilizados
nos experimentos de infectividade foi evidenciada pela diferenga do numero de
cistos eliminados entre os animais que desenvolveram a infec¢do, durante todo o

experimento (Fig. 3 a e b) e pelo numero de trofozoitos encontrados nos cortes

histoldgicos feitos com o intestino de cada animal (Fig. 4).

Grupo EFL

150

100

Cistos/0,5 grde
fezes

a
o o
| |

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Dias apds inoculagao

@ Animal 1 @ Animal 2 B Animal 3

Figura 3 a. Numero de cistos eliminados por animal inoculado com efluente de
esgoto (sem desinfeccdo por luz UV), contendo cistos de Giardia spp.
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Grupo EFL+UV
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Figura 3b. Numero de cistos eliminados por animal inoculado com efluente de
esgoto (desinfetado por luz UV), contendo cistos de Giardia spp.
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Figura 4. Numero de trofozoitos observados nas laminas de corte histolégico de
cada animal inoculado com efluente de esgoto (desinfetado ou nao por luz UV),
contendo cistos de Giardia spp.

Discussao

Camundongos da linhagem BALB/c nude mostraram-se susceptiveis a uma
baixa dose de cistos de Giardia spp., confirmando resultados de outros autores
que obtiveram infeccdo em camundongos e ratos com uma dose de 5 cistos de G.

muris /animal (Belosevic & Faubert, 1983; Hoff et al., 1985; Labatiuk et al., 1991;
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Hayes et al., 2003). A mutacdo natural recessiva nude, que foi descrita
inicialmente por causar perda de pelos em camundongos homozigotos, resultam
em um timo rudimentar que acarreta redugao no numero de linfécitos que induz
grande susceptibilidade as infecgdes, permitindo a utilizagdo de um pequeno
namero de animais na realizacdo de pesquisas (Pantelouris, 1968, Flanagan,

1996).

O padrao de eliminagao de cistos, caracterizado por uma tendéncia de
aumento seguida de queda no numero de cistos foi semelhante ao observado em
gerbils infectados com G. duodenalis (Meyer, 1990). A intermiténcia na eliminagao
dos cistos pode explicar o fato de algumas amostras de fezes colhidas durante o
experimento serem negativas para cistos de Giardia spp., ou ainda pela
eliminacdo de um numero tdo baixo de cistos que nao permitiu sua detecgéo,
considerando que a técnica utilizada é adequada para a recuperagao de cistos em
amostras fecais. No estudo de Hayes et al. (2003), animais inoculados com cistos
de G. muris também expostos a luz UV, sé foram considerados positivos para a
infeccao apds analise do conteudo intestinal, uma vez que na observagao fecal,
utilizando também a técnica de flutuacdo em sulfato de zinco, todas as amostras

foram negativas.

A deteccao de cistos a partir do 5° dia apds a inoculagao, corrobora com os
resultados obtidos por outros autores, onde a cinética da giardiose, em
camundongos, apresenta uma definida correlagao entre a dose e o periodo latente
da infecgdo. Belosevic & Faubert (1983) inocularam entre 10 a 100 cistos/
camundongo que comecgaram a eliminar cistos nas fezes apdés o 5° dia da
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inoculacgao.

Existe uma marcante diferenga na resposta a infec¢gdo: como a duragao do
periodo de paténcia e padrdo de eliminacdo de cistos, para as diferentes
linhagens de camundongos usadas em experimentos animais. Belosevic et al.
(1984) avaliaram algumas dessas linhagens e, ao inocularem uma dose de 1.000
cistos/camundongos adultos BALB/c, esta linhagem mostrou capacidade de
eliminar a infeccdo num curto periodo de tempo quando comparado as outras

linhagens.

O estudo com modelos animais esta sujeito as variabilidades (Hoff et al.,
1985; Clancy et al., 2000; Linden et al., 2002; Rochelle et al., 2002) que ocorrem
devido a fatores intrinsecos do parasito como: integridade dos cistos inoculados e
a cepa do parasito e, em relagdo ao hospedeiro, como a diferenca de
susceptibilidade individual a infecgao (Belosevic & Faubert, 1986). A complexidade
e 0 uso de protocolos diferentes sao outros importantes fatores que favorecem a
variabilidade de resultados nos experimentos de infectividade animal (Clancy et

al., 2000).

Os resultados obtidos neste estudo confirmam que para a aquisicdo desta
parasitose, baixas doses séo suficientes, pois 100 % dos animais que receberam
cerca de 14 cistos desenvolveram a infecgdo, mesmo com auséncia de sinais
clinicos. Os animais do grupo EFL+UV apresentaram padrées de comportamento
da infeccao semelhantes ao dos animais do grupo EFL, mas, de uma forma geral,

a infecgdo se mostrou mais branda no grupo EFL+UV, o que poderia indicar a
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ocorréncia de um dano ao DNA causado pela radiacdo UV em alguns cistos.

Ao inocular uma dose de 14 cistos/ animal, existe a possibilidade de que
alguns destes cistos tenham sido inativados. Embora alguns trabalhos indiquem
que Giardia spp. € susceptivel a radiagao de luz UV com dose menores que 20
mJ/cm?, muitos fatores, entre eles a qualidade do liquido a ser desinfetado,
influenciam na eficiéncia da desinfecgao pela luz ultravioleta. Como a radiacao
deve atingir o protozoario diretamente para gerar danos ao DNA, a turbidez e os
sélidos em suspensao sao parametros significativos em relagéo a eficiéncia deste
processo, pois podem causar refragao e/ou absor¢cao da radiagao UV antes que
ela alcance o patégeno (Darby et al., 1993). Jolis et al. (2001) observaram que a
taxa de inativacdo de coliformes foi inversamente proporcional a quantidade de
particulas maiores que 7 um em amostras de efluente desinfetado por UV.

E importante ressaltar que a ETE avaliada neste estudo apresentou
problemas na qualidade do efluente produzido em funcio de falhas no tratamento,
incluindo a quebra de equipamentos, gerando a elevacao da idade do lodo ativado
0 que consequentemente, comprometeu o processo de tratamento do esgoto.

Considerando que a turbidez das amostras que foram utilizadas no teste de
infectividade animal variou de 1,75 a 25,00 NTU e, os soélidos em suspenséao
variaram de 2,00 a 34,00 mg/litro, estes fatores contribuiram para a baixa
qualidade do efluente produzido o que poderia explicar a inativagdo parcial dos
cistos de Giardia spp. presentes no efluente (Cantusio Neto et al., 2006).

Estes resultados tém grande relevancia em saude publica: considerando-se

que o método convencional de tratamento de esgoto por lodo ativado ndo
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promove a remogao total de protozoarios patogénicos e, a desinfec¢ao por luz UV
pode nao inativa-los totalmente, previamente ao seu langamento no ambiente, em
um corpo hidrico. Assim, se este corpo hidrico é utilizado como fonte de captacao
de agua para uma populagdo, existe a possibilidade de que as pessoas, ao
ingerirem esta agua, se infectem com baixa dose de cistos e desenvolvam
giardiose subclinica, como evidenciado a partir dos resultados obtidos neste
estudo, quando modelos animais desenvolveram a forma subclinica desta
parasitose. Desta forma, a falta de sintomas clinicos pode nao levar a procura pelo
tratamento e, com isso, esses individuos atuardo como uma importante fonte de
dispersao do protozoario.

Mesmo com sua inerente variabilidade, o teste de infectividade animal,
ainda é o unico método valido para avaliar a eficiéncia dos diversos processos de
desinfeccdo em inativar cistos de Giardia spp., em amostras de agua e esgoto.
Assim, mais pesquisas sao necessarias para a obtencdo de protocolos
padronizados, com o intuido de minimizar estas variaveis e obtermos um eficiente
instrumento para uma vigilancia epidemioldgica sobre todo o esgoto tratado antes

de seu langcamento no ambiente.
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Consideragoes

Desde que um aumento nos surtos epidémicos de gastroenterite por veiculagao
hidrica foi notificado em todo o mundo, a preocupagdo com a qualidade dos
mananciais aumentou. A degradagao dos corpos hidricos é principalmente ocasionada
pela descarga de esgotos que em geral sdo langados in natura no ambiente e
contamina as aguas com organismos patogénicos. A falta de saneamento basico é
refletida pelas doencas de veiculagdo hidrica que sao responsaveis por 1 milhdo de
internagdes hospitalares no Brasil, cerca de 2/3 do total (FUNASA - Ministério da
Saude, 2002) sendo que, investimentos na area de abastecimento de agua e
esgotamento sanitario sdo mais efetivos a longo prazo na prevengao de doengas de

veiculagao hidrica do que programas de vacinagao, por exemplo (www.sabesp.com.br).

Segundo dados da Associagao Brasileira da Infra-Estrutura e Industrias de Base
(ABDIB), serdo necessarios investimentos na ordem de R$ 10 bilhdes por ano para
diminuir de 63 anos para 20 anos a universalizagao dos servicos de tratamento de

agua e esgoto (www.abidic.gov.br).

A ETE Samambaia trata o esgoto de aproximadamente 40 mil habitantes,
distribuidos em 25 bairros e, ao ser inaugurada ha 5 anos atras, teve um custo de R$ 6
milhdes. Porém, a tendéncia atual de modelos para construcdo de ETE, que é a
aplicagdo de processos anaerobios combinados com processo de poés-tratamento
aerobio ou fisico quimico, necessita de investimentos maiores. ETE que operam com
este sistema combinado custam cerca de R$ 50 milhdes para a sua implantagdo, além
do custo operacional. Porém, em alguns casos o custo operacional pode ser

minimizado em funcao do tipo de construgao escolhida.
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Uma vez construida, a ETE necessita ter o seu funcionamento constantemente
monitorado; investigagdes dos diversos patdgenos presentes no esgoto bruto e a sua
permanéncia ou nao no esgoto tratado ndo sdo apenas um parametro do
funcionamento da ETE, mas também um importante banco de informacdes. A deteccgao
no esgoto de agentes etioldgicos que causam enfermidades ao homem, pode indicar o
nivel de circulagdo dos mesmos na populacdo atendida pela ETE, contribuindo para o
conhecimento epidemiolégico das enfermidades e dos riscos para a Saude Publica
(CARRARO et al., 2000).

No afluente da ETE Samambaia, durante o biénio avaliado, com
periodicidade quinzenal, cistos de Giardia spp. foram mais abundantes que
oocistos de Cryptosporidium spp. em todas as amostras de esgoto avaliadas. A
eficiéncia do processo de lodo ativado da ETE em remover estes patdégenos, foi
feita com base no numero de oocistos e cistos observado no afluente e no
efluente. O cuidado em emparelhar as amostras, colhendo o efluente apés o
tempo de detencgao do tratamento da Estacéo, assegurou a correspondéncia entre
elas, permitindo uma estimativa da real eficiéncia do tratamento (ROBERTSON et
al., 2006).

As metodologias empregadas neste estudo mostraram-se eficientes na
detecgao de cistos e oocistos em amostras de esgoto, bruto ou tratado. Um
levantamento retrospectivo dos casos positivos de criptosporidiose nos centros de
saude que atendem a aquela regido, poderia contribuir para elucidar a
epidemiologia da criptosporidiose no municipio de Campinas. A idéia deste

levantamento foi frustrada pela informagdo de que néo sado solicitados exames
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visando a deteccdo de Cryptosporidium spp. nas amostras fecais obtidas nos
centros de saude, mesmo com diagndstico de diarréias, este protozoario ndao entra
na lista dos patégenos a serem avaliados.

A metodologia de concentragdo do esgoto bruto empregada neste estudo,
qgue nao incluia uma etapa de purificagao teve por objetivo minimizar a perda dos
protozoarios que pode ocorrer quando se opta por uma metodologia com varias
etapas laboratoriais e, a avaliacido de pequenos volumes se mostrou eficiente para
a deteccdo, sendo indicada para amostras onde altas concentragcdes de
patdgenos sdo plausiveis (HANNINEN et al. 2005, ZUCKERMAN et al.1997;
CARRARQO et al. 2000).

Para o esgoto tratado, o processo de filtragdo em membrana baseado em
uma metodologia ja utilizada para a deteccao de Cryptosporidium spp. e Giardia
spp. em amostras de agua bruta superficial, adaptada por Franco et al. (2001),
mostrou-se também eficiente na recuperagao de oocistos e cistos presentes no
efluente de esgoto.

Ambas as metodologias utilizadas nesta investigagcao sédo simples, faceis e
mostraram-se eficientes na recuperagao de cistos de Giardia spp. e oocistos de
Cryptosporidium spp. podendo ser adotadas pelas ETE, para um monitoramento
da ocorréncia destes protozoarios patogénicos, desde que estas contem com
recurso humano técnico especializado para as andlises. As taxas de recuperagao
dos organismos obtidas nos experimentos controle positivo (58,8 e 124,0 % dos
cistos, utilizando filtragdo em membrana e centrifugo concentragao,

respectivamente e, 26,6 e 65,8 % dos oocistos com filtragdo em membrana e
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centrifugo concentracdo, respectivamente), atestam esta eficiéncia e, os
resultados dos experimentos controle negativo, revelam a auséncia de
contaminagao durante a execugado de todas as analises realizadas no presente
estudo.

E digno de mencdo que, durante a leitura das diversas preparacées
empregando epifluorescéncia, RID, ndo foram observadas alteracbes morfolégicas
em alguns dos cistos detectados nas amostras de esgoto tratado (Fig. 1); embora
uma comprovagao definitiva somente seja obtida mediante bioensaio, tal fato
evidencia que o processo de tratamento de esgoto por lodo ativado pode nao

causar danos significativos algum as formas de resisténcia deste protozoario.

Figura 1. Cisto de Giardia spp. observado em amostra de efluente
da ETE Samambaia. RID (500x)

A despeito da alta taxa de remocgao de cistos de Giardia spp., as formas
presentes no efluente langado pela ETE Samambaia no cérrego Samambaia
estavam infectantes mesmo apds serem desinfetadas pela luz UV, o que foi

comprovado no teste de infectividade em animal. O uso de um modelo animal
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adequado para avaliacdo da infectividade de Giardia spp., como a linhagem
BALB/c nude, permitiu a realizacdo do experimento com numero relativamente
pequeno de animais e, embora com a variabilidade inerente ao teste de
infectividade, os resultados mostraram-se coerentes, confirmando a aplicabilidade
deste protocolo para analise na area ambiental.

Varios fatores podem ter contribuido para a baixa eficiéncia do reator de luz
UV na total inativagao dos cistos, verificada neste estudo; dentre esses, pode-se
considerar a baixa qualidade do efluente desinfetado, como indicado pela turbidez
das amostras avaliadas, as variagdes do fluxo e o designio operacional que incluiu
a vazao de 12 a 15 litros/s, na fase experimental, que correspondeu ao biénio na
qual foi conduzida esta investigacao.

A disposicao de efluentes de esgoto tem sido uma constante preocupagao
por parte das ETE e dos 6rgdos ambientais, sendo que a avaliagao prévia antes
do seu langamento é vista como uma importante ferramenta para um maior e
melhor controle da contaminag¢do dos mananciais em todo o mundo. Por isso, esta
analise estd sendo cada vez mais indicada por pesquisadores da area de
parasitologia, saneamento e de Saude Publica, como uma importante forma de
conhecimento da epidemiologia destes patégenos e do grau de contaminagao dos
mananciais usados como fontes de captagdo de &agua para tratamento e

distribuicdo (ROBERTSON, et al., 2006).
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Conclusodes

1) Cistos de Giardia spp. foram detectados na maioria das amostras de
afluente (90,5 %) da ETE Samambaia com uma concentragdo média de 1,0 x 10°
cistos/litro.

2) Oocistos de Cryptosporidium spp. foram detectados em duas amostras de
afluente (representando 3,7 % das amostras) em concentragdo média de 6,0 x 10*
oocistos/litro.

3) Nas amostras de efluente da ETE Samambaia, cistos de Giardia spp. foram
detectados em 96,2 % delas com uma concentracdo média de 1,1 x 10°
cistos/litro.

4) Oocistos de Cryptosporidium spp. foram detectados em apenas uma
amostra (2,6 %) na concentragédo de 1,6 x10? oocistosl/litro.

5) O processo de lodo ativado utilizado para o tratamento de esgoto da ETE
Samambaia apresentou uma eficiéncia de 98,8 % na redugao de cistos de Giardia
spp. € de 99,7 % na redugcao de oocistos de Cryptosporidium spp. quando

comparado o numero de cistos detectados no esgoto bruto e no esgoto tratado.

6) Nas condi¢gbes avaliadas, o reator de luz U.V. instalado na ETE Samambaia
nao foi capaz de inativar totalmente os cistos de Giardia spp. remanescentes no

esgoto tratado, como verificado em teste de infectividade animal.

7) Camundongos da linhagem BALB/c nude inoculados com amostras de
esgoto tratado e desinfetado por luz UV, contendo em média 14 cistos de Giardia

spp. infectaram-se como evidenciado a partir da eliminagao de cistos nas fezes e
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da presenca de trofozoitos observados nas laminas de cortes histolégicos.
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